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INTRODUCCION

Desde hacz varics ofios se corocen los alteraciones er lo
esfructura de los polimorfonucleares, de pacientes con estados
inflamatorios. Dichas alteraciones consisten principalmente en lo
existencio de granulaciones téxicas, vacuolas y cuerpos de in-
clusiér. El nimero y tamafio de estas estruciuras es proporcio-
nal o lo severidad ce lo enfermedad. Se hon incriminade dos
hechos para explicar el origen de estas inclusiones: 19, gue re-
presentan substancias téxicas tomacos o incorporadas por las
células; 2°, que son el resultmes de une folta de madiracién, la
tual puede estor asociada con la leucopoyesis acelzrada obser-
vada en los estados inflamatorios® 7 2,

Recientemente, Hollander y col.? han descrito inclusiones ci-
toplasmaticas en los leucocitos polimorfonucleares del liquido si-
novial de pgacientes con artritis reumotoidea. Delbarre y col
denominaren ragocites, o estes leucocitos con inclusiones weolu-
minesas. Igualmente, estas inclusiones han sido descritas en los
oolimerfonucleaes de la sangre periférica de dichos pacientes,
asi comoa también en les linfocitos. Se ha considerads que las
inclusiones cbservadas en los leucocitos de pocientes con artri-
‘is reumatoidea, representan un precipitado de gammaglcbuling
fagocitada®,

En 1966, Zucker-Fronklin®® describe, a| microscopio de luz
y electrénico, la presencia de fagosomos en el ciroplasma de
los leucocitos del liquido sinovial de pacientes con artritis reu-
ma'oidea. En vista de la infermacién =scasa existente en este
tampo y queriendo empliar e| conocimiento sobre zstes hallaz-
gos, hemos estudinde las alteraciones ultraestructurales de los
leucocitos y del contenido extracelular del liquide sinovial en la
artritis reumatoidea.
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MATERIAL Y METODO

Se obtuve el liquido sinovial de un pociente con artritis
‘eumatoidea clésica, segin los criterios aceptades por la Aso-
tiacién Americana de Reumotolegio, dende los exémanes de la-
boratoro utilizados para comprobar el diagndstico de artritis reu-
natoidea fueron positives, y con elementos celulares contenien-
do el tipo de inclusién descrita por Hollander al microscopio de
luz. El sitic de la puncién fue la rodilla, utiizande jeringa hepari-
nizeda.

Las células fueron sadimentades por centrifugacion durante
5 minutos. Después de eliminar el liquido sobrenadcnte se hizo
fijacion en solucidn al 4% de glutoraldehido en fosfato de so-
dio 0,1 M, o pH de 7.,4. Se realizd luego fijccidn en tetradxido
de osmio al 1%, en solucién regulodera similor, e inclusién en
Epdn. Se chiuvieron seccicnes finas con ultramicrotomo LKB, las
cuales se tiferon con aceioro de uranilo y se observaron con
microscopic Siemers Elmiskop | Los medidas de las microfoto-
gra‘ias se hicieren con la mdéquing Universal Combridge.

RESULTADOS

Citoplasma.

Los leucacitos polimorfonucleares muestran en  su  cito-
plazma, caraceristicas  submicroscépicas  similares a  las  yao
descritas en los polimorfonucleares de la sangre periférca (Fig.
1], tales coma reticulo endoplasmétizo rugoso, milocondrias, com-
plejo de Golgi y lisosomas. Los canaliculos del reticulo endoplés-
mice rugose contienen un malerial hemogéneo, de una densi-
dad electrénica ligeromente mayor que el de la mairiz del hia-
loplasma. Los ribosomas adheridos a lo membrana limitante de
los canaliculos son de un didmerro aproximade de 100 Angstrom
(Figs. 1 y 4). Las mitocondrias mostraron los detfalles ultraestruc-
turales ya descritos en ctros tipos celulares; igualmente el com-
plejo de= Gelgi mucstra el pairén convencional de cisternas apla-
nadaos, no asecioddas a ribosomas. Los lisosomas aparecen co-
mo cuerpos densas, redondeados u ovales de 0,1 a 0,7 micras
de diametro, En algunas microfotografias electrénicas se observé
vacuelizacidn de los isosomas (Figs. 6, 7 v 11). los grénulos de
glucégeno aparecen distribuidos en ftode el citeplasma, y se agru-
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Fig. 1. Microfotografia electrdnica de un polimorfonuclear neutréfilo
del liquido sinovial mostrandn las lobulaciones nuclearss (N), las
mitocondrias (M), el complejo de Golgl (G), los lisosomas (L) y el
reticulo endoplasmitico rugeso (re), Magnificacidn: 20.000X.



pan con preferencia alrededor de las estructuras  globulares
(Figs. 3, 7, 8 y 9).

Fugosomas: se ochservd la presencic de fagosomas (Figs.
1, 2 5, 6 y 7), caracterizados por la presencia de una mem-
brana Imitante, conteniende en su inferior perfiles de mem-
branas, material dense de aspecta similar al material fibrincide
observado en el liguido extracelular, espacios vacuolares y ‘es-
tos de citoplasma. Se hallan er todo el citoplasma y tienden
a distribuirse hacia la periferia; su tomafo oscila entre 0,5 vy
2,5 micras aproximadamente,

Vacuolas fagociticas: se cbsevan vacuolas  superficiales
(Figs. 4, & y 7] cubiertas por una unidad de membrana, cuyo
contenido varia; algunas veces es cloro, oftas veces contizne un
material de aspecto semejante al material nuclear, o es de as-
pecto fibrincide o proteindceo. las vacuolas se forman por la
emision de prolongaciones citoplasmaticas de hasta 85 micras
de longitud; laos cuales se uren entre si englobando el conteni-
do del liguido sinovial. Estas vocuclas parecen representar los
estadios iniciales d= lc formacion de los fagosomas.

Estructuras globulares: aparecen como inclusiones redoncea-
das [Figs. 5, 7 v 8), de tamefic de hasta 2,3 micras de diéme-
tro, rodeadas por una fina membrana, alrededor de la cwal se
dispenen gran cantided de granulos de glucégens, Su conteni-
do es homogénes y grisdceo. Estas estructuras globulares se
observan también en el liquido sinovial, fuera de las células.
Su tamcho y cdensidad varfan en una misma célula v en algu-
nas se observa un material de aspecto granulcr, de mayor cen-
sidad que el resto del centenide.

Cuerpos de inclusién: aparecen dispersos en el citoplasma
(Figs. 5, 7 y 11), de forma redendeade, agunas veces de con-
tarno irregular, rodeados por ura membrona y conteniendo un
material granular compaciade; son electrodensos y de hasta 2,7
micras de didmetro. Algunos de estos cuerpos de incusion pa-
recen constituir fagosomas formados por material fibrinoide.

Nucleo,

El nicleo de los leucacitos muestra el material croma-
t'nico distriouido preferentemente en la periferia, csociodo a
la membrana nuclear interno. Este patrén de distribucién es ca-
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mostrando las lobulaciones nu-

grinulos de gluedgeno (flecha), los fagosomas (F), ¥

vacunlas (V) qua contienen unm material central, homogéneo, de ba-

Fig. 2. Polimorfonuclear neutréfilo
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Fig. 3. Polimorfonuclear neutréfilo mostrando principalmente Ias lo-
bulaciones nucleares (N), y los grannles de glucdgeno (flechas) dis-

tribnidos en todo el citoplasma. Muagnifi

eidn: 35.000 X.



Fig. 4. Polimorfonuclear neutrdfilo mostrando el nicleo (N), los ca-
niculos del reticulo endoplasmitica (re) ¥ los lisosomas (L). Se oh-
servi la presencia de uma vacuola fagocitica (VF) gue contiene
un material de aspecto proteindceo. Magnificacion: 35000 X,



Fig. 5 Polimorfonuclear mostrando parte del nieleo (M), los fago-
saomas (F), ¥ los enerpos de inclusién densos (C). Obsérvese las
prolongaciones psendopddicas de Ia superficie celulur. Un leucocito
vecino muestra una estructura globular [(EG). Magnificacion: 20,000 X,
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Fig. 6. Polimorfonueclear neutréfile mostrando la fagocitosis del ma-
terial proteindceo contenido en el espacio extracelular, Las vacuoolas
fagoeiticas (VF1, VF2 y VF3) muestran los estadios sucesivos del
proeeso de fagocitesis, Nétese la presencia de material proteiniceo
en VF1 y VF2 y la presencia de perfiles de membranas y material
proteiniceo en VEH. En ln region superlor derecha de Ja microfoto-
grafia se observan los fagosomas (F1 y F2), El fagosoma mareado
con F2 contiene restos de cifoplasma celular que muestra cana-
liculos del reticulo emdoplasmitice. En Ia regién superior izquierda
se¢ observa un liscsoma vacuolizado, Magnificacién: 18.000 X.
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racteristico de la fijacién primaria en glutaraldehide. No se har
observade haste chora signos de degeneracién del material nu
clear.

Los leucocites muestran una actividad fagocitica intense
(Figs. 5, 6, 7,711, 12 y 13), ckservindose la existencia de pro-
longacicnes pseudopédicas de hasic 8,5 micras de longitud; las
cuales se unen cen prelongaciones o se repliegan pare formar
las  wvocuolas fagociticas. Estas prolongaciones pseudopddicas
muestran remificaciones secundarias. Se ohservo fagocitosis de!
material de aspecto profeinaceo, fibrinoide, y de material seme-
jante al contenide nuclear.

Contenido extracelular.

Se observa [a.presencia de un material (Figs. 6, 9, 10, 11,
12, 13, 14 y 15) formado por particulas discretarrente electro-
densas y desaspecto proteindceo. En la vedndad de este mate.
rial se observan fragmentos de membranas celulares, estruc-
turas de aproximadoments 1,7 micras que confienen en su infe-
rior material finamente granular. Se chservan, ademds, haces
de material fibrilar de hasta 4,5 micras de longitud. constituides
por filamenios disirbuidos en sentido paralelo; este material es
de aspecto fibrinoide y lo hemos observado adherido a la mem:-
brana celular v en vias de ser ingerido por fagocitesis.

Se observa, ademds, la presencia de organelos e inclusiones
celulares, tales como lisosomas, estrucuras globulares y pro-
ductos de la lisis celular,

DISCUSION

Lo obssrvacién mas imporiante en el presente estudio, es
lo existencic de polimerfonuclecres con fagesomas de contenido
variable. La mayorin da esfas esfruciuras te observan también
en el liquide sinovial fuerg de las células; lo cue permite esta-
blecer que el matetial fagecitade proviene del liquido extrace-
lular, representande el preducte de la destructién de los poli-
morfonucleares de las células existentes en la membrena sino-
vial, debido al proceso inflamarorio crénico,

Es interesanie observar que los conalicules del reticulo en-
doplasmatico contienen un material denso, lo cual sugiere que
pudiera frafarse de un material sintetizade en el reticulo endo-
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Fig. 7. Microfotografia electrdnica de la misma céluly ilustrada en la
Fig. 6 mostrando la presencla de dos cuerpos de inclusién densos
(CI}, fuertemente osmiofilicos y de gran tamafio. Se observan ade-
mis, dos estructuras globulares (EG). Magnificacion: 18.000 X,



Fig. 8. Polimorfonuclear neutréfile mostrando tres estrocturas glo-
bulares rodeados por grinulos de gluedgeno. Estos altimos  se
hallan dispersos en todo el citoplasma. En la parte superior dere-
cha de la figura se observa parte del nicleo (N). Magnificacion:
20.000 X.



Fig. 9. Microfotografia electrinica mostrande la presencia de mate-
rial de aspecto fibrincide (MF) en la vecindad de un polimorfonu-
clear. Restos de pste material se hallan en contaeto con la membrana
celular, probablemente en vias de ser fagocitade. En la parte infe-
rior derccha se observa un segmento de la prolongacién psevdopddi-
ca (S). El polimorfonueclear muestra uns vacuola fagocitica con mate-
rial de aspecto fibrinoide (VF). La flecha sefala los granulos ide
glucbgeno. Magnificacion: 35.000 X,



contenido extra-
En la parte supe-
(EG) resultante

rior de la figura se observa uma estructura globular

de Ia lisis leococitaria,
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celular del liguide sinovial. Se observa el material formado por par-

ticulas de moderada densidad elecivénica [MP)
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Fig. 11. Mierofotografia electrénica mostrando la fagocitosis del ma-
terizl fibrinoide (MF), por un polimorfonuclear. Este tltimo nmes-
tra en su citoplasma un cuerpo de inclusion (C1), parte de las lo-
bulaciones nucleares (N}, y lisssemas vacuolizades (L), Magnifica-
cidm: 200000 X,



plasmético rugesc y ccumulado posteriormente en los canalicu-
los; halazge éste que es frecuentz en la célulo plasmdtica.

Se observaron lisosomas vacuolizados dentro v fuera de las
células, lo que estd relacionado con el hecho de que lg fago-
citosis, segln alguncs ', preduce la destruccién de lisosomas cen
liberacion y activacién ce enzimas lisosomales toles como las
fosfatasas dcidas y las cotepsinas'; lo que origina formacién
de anticuerpos antinucleares, que al combinarse con la macro-
globulina {FR) y el antigeno glcbulinico, establece el circula vi-
cicso que mantiene el process |nflamatorio crénico presente en
la artritis reumatoidea. También se harn reportade niveles altos

de fosfatasas Gcidas en el liguido sinovial ',

Barland, Novikoff y Famerman?® har observado acurrula-
cién de lisosomas clterados en la membrana sinovial 2n artritis
reumateidesa,

la presencia de abundantes cuerpos de inclusion denses,
vacuolas fagociticas y fogosomas, ooservados en este estudio,
parecer corresponder a las inclusionss citoplasmaticas descritas
por Hellander®, lus cuales fueron consideradas como la fagoci-
tosis de un precipitade que contiene el factor reume oideo. Pos-
teriormente, Astorga y Bollet' demostraron positividad en las in-
clusiones de los leucecitos del liquido sirovial, en el 94% de
los pacientes con artritis reumatoidec; sefialando que las inclu-
siones, aparentemente, consisten de ur precipitado fagecitade,
que contiene el facior reumatoideo.

Las estructuras globulores observacas por nosofros, son si-
milares a los ya descritas por Zucker-Franklin'®, Secin este au-
tor dichas estructuras, presenies también en cendiciones nerma-
les, pudieran representar un hialuronato viscoso o un producto de
secrecién de las células beta de la membrana sirovial. Lo
naturaleza exacta de estas estructuras es desconocida. Se re-
quiere un estudio histoquimico para dilucidar su naturaleza. Es-
tas estructuras parecen esior aumentadas en los [eucociios del
liquido sinovial de los pacientes con artritis reumatoidea. Se
requiers un estudio para corroborar esia hipotesis.

El material proteindcec observado en el medio extracelular
pudiera corresponder o ribonicleoproteinas. Pekin y colaberade-
res'" han dsmosirado lo presencic de DNA dentro y fuera de
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Fig, 1Z. Polimorfonuclear mestrando ln fagocitosis del material de
aspecto  proteindceo mediante dos prolongaciones pseudopddieas ex-
tremadamente alargadas. La membrana plasmdtica muestra invagi-
naciones superficinles. Magnificacion: 22000 X.



Fig. 13. Polimorfonuclear mostrande la fagocitosis del material de
aspecto fibrinoide ¥ proteindces del contenido extracelular (flechas).
Magnificacion; 18.000 X.



Fig. 14. Microfotografin eclectrénica mostrando un polimorfonuclear
con sus prolongaciones pseudopidicas englobando el material de as-
pecto proteinices del liguide sinovial El eitoplasma muestra una
vacuola fagocitica (VF). Magnificacion: 22.000 X.



Fig. 15. Material extracelular constituido por particulas finas y den-
sas y redeado por una unidad de membrana, En su vecindad se ob-

servan fragmentos de membrana y vacuelas de contemido granular
dense. Magnificacion: 42.000 X.



las células, en el liquido sinovial de paocientes con artritis reu-
matoidea. Este material también corresponcde o los anticuerpos
antinucleares presentes en el liquido sinovial ¥ o a proteinas de
alto peso mclecular tales ceme beta-2 macrogloouling, alfa-2 ma-
croglokbulina, beta-1 lipoproteinas', fracciones que se encuentrar
aumentadas en el liquide snovial de pacientes cor artritis reuma-
toidea. Pudiera también reoresentar el complejo resultante de lc
interaccion entfre las particulos de DNA v anticuerpos antinucleares
o bien al factor reumatoideo.

El material fiorinoide pudiera corresponder o un praducte
de degradacion del fibrinégeno [fraccion beta-2 F) descrito por
Schur'?. Este materidl he sido observado también per MNo-ton vy
Ziff" en los espocios exiracelulares de la membrana sirovial,

Lo presencia de orgareles e inclusiones en el espacio ex-
tracelular, fales como los |sosomas vy las estructuras globulares,
pudiera ser el resultado de lo lisis de los células tipo A de la
membrana sinovial® o de los leucacilos degenerades presentes
en el liguide sinevia.

RESUMEN

Se estudiaron las alteraciones de la estructura fina de los
leucocitos del liquide sinovia! en un pociente con arfritis reu-
matoidea, El liquide sinovial fue fijede primerarrente en
solucién de glutaraldshido, fijodo luege en tetraéxido de osmic
e incluide en Epén. Las seccionss finas se tiferon con acetato
de uranilo y sz observarcn en el microscopio electrénico. Los
leucecitos polimorfonucleares mostraron canaliculos del reticulo
endoplosmatico rugoso los cuales contienan un material de ma-
yor densidac electrénica que el de la matriz del hialopasma,
Se observaron foagosomas, vcocuolas fagociticas, estructuras glo-
bulares y cuerpos de inclusion densos. No se observd alteracion
del nicleo. El contenido exiracelulur estd representado por un
material de aspecto proteindceo, fragmentes de membrana ce-
lular, vacuclas de contenide granular v material fiorinoide. Se
observé una actividac fogocitica intenso de los elementos astruc-
turales presentes en el contenido extrocelular. Se discute la pro-
bable noturaleza de los elementos estructurales presentes en los
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leucocitos y en el confenido extracelular, de acuerde con los
hallazges de otros autores.

SUMMARY

The alterations on the fine structure of fluid sinovial leu-
kocytes in a patient affected with theumatod orthritis were stu-
ded. The sinovial fluid was primarily fixed 'n glutaraldehyde
solutior, pos*-fixed in osmium tetroxide ond embedded in Epon,
Thin sections staired with uranyl acetate we-e ohserved with
the zlectren microscope. The polymorphonuclear leukocytes show
endeplasmic reticulum canaliculi containing an homogenous ma-
terial more electror dense than thot observed in the hyaleplasm.
The presence of phagosomes, phagocytic vacuoles, globular
structures ond dense inclusion kodies were observed. No alte-
ration of the nucleus was fourd. The extracellular containing
is represented by a proteinaceous granular material, cellular
membrane fragments, granulcted vacuoles and fibrinoid mate-
riol. An intense phagocytic activity of these structural elements
was observed. The probable significance of these findings and
their relationship with the pathogenesis of rheumatoid arthritis is
discussed. i
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“Cabe llamar la atencién de aquellos a guienss com-

pete este asunto en el sentide de que es indis-
pensable ir desde ya ereando una eonciencia en
cuanto a lo que implica la gran responsabilidad
de ser cientifico, es deeir, que la carrera cienti-
fiea mo sea una forma més de ganarse la vida
¥ se constituya en un instrumento de progreso
al servicio de la humanidad”,

Ernesto Medina
“Acta Cientifica Venezclana”



“Los jovenes investigadores deben
ser intransigentes y tenaces en el
sefialamiento de las fallas orga-
nizativas, técnicas y formativas
que obstaculizan el normal y efi-
eaz  desarrolle de la  actividad
cientifica., Esforzarse por impo-
ner las soluciones correspondien-
tes, mediante una actitud de tra-
bajo serio y consecuente, planifi-
cado e intenso, con un espiritu
constante de superacién para gue
sea fecunde. Un trabajo impreg-
nade de mistica y voeacion ver-
dadera.

El esfuerzo del cientifico por su
trabajo ha de manifestarse en
cualesquiera condiclones. No de-
be sentirse abrumado por las di-
ficultades, ni mucho menos uti-
lizarins como justificacion para la
inactividad en la investigacidn.
Ha de trabajar sobre las bases
existentes; utilizar el ingenio pa-
ra obtener resultades positivos y,
avalado por este hecho, adoptar
una actitnd beligerante por la
justipreciaciom del trabajo cienti-
fico. Luchar porque se tame con-
ciencia de la importancia de la
Cienein en el desarrollo ordena-
e y racional del Pais. Lograr,
en fin, que el trabajo cientifico
en Venezuela se enrumbe correc-
tamente™,

Frnesto Medina
“Aeia Cientifica Venezolona”
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