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INTRODUCCION

Las glucogenosis constituyen un grupo de enfermedades congénitas y
tamiliares que se caracterizan por anormalidades cualitativas o cuantita-
tivas del deposito de gluchgeno en Jos tejidos.

Hers en 1964(11) y Zellweger y colaboradores en 1965(32),
haciendo una revision en la historia de las glucogenosis, refieren que
probablemente las primeras descripciones clinicas de este tipo de enfer-
medad fueron efectuadas por Wagner vy Parnas en 1921 (citado por
Zellweger v col.(32) y Parnas y Wagner en 1922 (citado por Hers(11),
guienes reportaran el caso de un nifio con hepatomegalia asociada a la
alteracion del metabolismo de los carbohidratos; su historia clinica vy fa
baja respuesta de la glicemia al inyectarle adrenalina han hecho pensar, a
posteriori, en una glucogenosis hepdtica, aunque en aquella dpoca no fue
diagnosticada como tal. En 1929, Von Gierke (citado por Hers{11) dio a
conocer la primera descripcian anatomopatologica de la enfermedad que él
llamd “‘hepato-nefromegalia glucogénica”. Desde tal fecha, centenares de
casos han sido reportados en la literatura v se han realizado diversos
estudios conducentes al mejor conocimiento de este sindrome, siendo los
resultados de las investigaciones bioguimicas, especialmente las enzimé-
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ticas, los que han hecho posible catalogar las glucogenasis como dehidas a
un trastorno del metabolismo de los carbohidratos y clasificarlas de
acuerdo al defecto enzimitico especifico y a las alteraciones producidas en
la estructura del gluchgena tisular acumulada.

El estudio enzimético de este desorden gerético fue iniciadn par
Coi y Cori en 1952(2), quienes reportaron que en el higado de los
patientes atectados de glucogenosis, la glucosa 6-fosfatasa estaba ausente o
deficiente, causa por la cuél la conversion de glucosa B-fosfato en glucosa
no se cumplia, trayendo como consecuencia la gran acumulacion de
gluzdgenu en el higado, fifién y otros tejidos. En trabajos posteriores,
Cori(3) hace énfasis en gue esta enfermedad no puede ser tratada como
iinica y uniforme, recomendando a su vez una clsificacion basada en el
defacto enzimético gue la provoca. Dicha clasificacion ha permitido anadir
nueves tipos reconocidos, sin alterar su patron original. Hasta el presente,
se han establecido siete tipos de glucogenosis, de lo; cuales dos cursan con
anormalidades en la estructura macromoleculer del glucdgeno y el resto
son causados por defectos enzimaticos, bien sea en la sintesis o en la
degradacion del glucdgeno de estructura normal. Hug y colaboradores han
agregado dos nuevos tipos a la clasificacion(13); sn embarga, el defecto
enzimatico de éstos no estd a0n bien dilucidado.

A pesar de que los estudios bingu imiens han permitido detarminar
en esta enfermedad el defecto enzimético y su localizacion metabdlica,
poco se conoce acerca de las modificaciones producidas a nivel calular,
tomo consecuencia de Iz alteracion enzimdtica y del acimulo del
glurdgeno.

Con fines diagnésticos recibimos en nuestra laboratorio una muestra
de tejido hepdtico obtenido por puncién biopsia de un paciente con
diagnéstico clinico de gluccgenosis. El estudio histoquimico de la muestra
evicencid en el hepatocito un depdsito anormalmenie grande de glucdgeno
y deficit de la actividad de |a glucosa-6-fosfatasa, llegindose a la conclusion
diagnéstica de glucogenosis tipo | de Cori.

El estudic de tal muestra nos ha parmitido hacer un analisis de las
caracteristicas histogu imicas y ultraestructurales de la célula hepatica y del
glucogeno acumulado, con el fin de ampliar aiin mas el conocimiento
existente y tratar de clarificar 10§ mecanismos productores de dicho
desorden genético. Los resultados de tal andlisis y sus consideraciones son
el objeto de la presente comunicacian.

Reporte del caso,
Niio del sexo masculino, de 4 afios de edad, que ingresa al Hospital
de Nifius de Maracaibo (P. M. Historia No. 30558) por presentar la

siguiente sintomatologia: Pérdida del conocimienta, crisis periddicas de
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sudoracion y adinamia, vamitos frecuentes desde la edad de afio y medio,
aumento progresive del ebdomen desde los dus aflus. La historia Famitar
no aporta dato concluyente. Producto del cuarto embarazo a término con
parto eutdcico. Tiene tres hermanas aparentemente sanos. Los antere
dentes familiares no fueron estudiados correctamente.

Al gxamen fisico (Fig. 1) se trata de un nifio con talla de 90 cms. y
peso de 16,900 gr., con palidez generalizada de la piel e hipertricosis en
espalda y miwmbrus. Habitus pastosos con tendencla a la adiposidad vy
marcha similar a la de mujer embarazada. Abdomen globulcso con
circunferencia abdominal de 63,5 cms. Red venosa colateral. A la
palpacion abdominal: higado grande, duro, no daloroso, evidenciable hasta
la cresta iliaca y hasta el hipocondrio izquierco. No se apreciaron otras
tumoraciones o visceromegalias. La percusior y auscultzcidn cardiaca
presentaron caracteristicas normales. Se ohservd hipotonia muscular
discreta,

El examen radiologico mostrd en tdrax, lasilueta cardiaca dentro de
limites normales; craneo radiolégicamente normal; huesos largos con
densidad Gsea disminuida y ausencia parcial de la esponjosa en las
metéfisis.

Loz examenes de gquimica songuinea mostraron modersds hipagli-
cemiz B0-70 mg ofo, hipercolesterolemia (396 mg.), disminucion del
fustato inorganico sérico (15 m Eq.) y fosfatasa alcalina sérica normal (8,2
. Bodansky).

Las pruebas relac onadas con el metabolismo de los carbohidratos
mostraron que la administracion de 0,2 cc. de adremalina, por via
subcutinea, provord ura respuesta anormalmante baja on los niveles de
glicemia (Fig. 2} y la inyeccion por via endovenasa de 8,5 gm. de glucosa
en b minutos, condujo & un aumento de la glicemia gue s mantuva alta
aun dos horas después ce su administracion (Fig. 3), Uroanalisis repetidos
evidenciaron acetona y albdmina positivas en las primeras determinzciones,
haciéndose negativos en los examenes subsiguientes, probablementa dehico
d la modificacian de la dieta alimenticia hospitaleria,

MATERIALY METODOD

La muestra de tejido hepatico obtenida por puncién biopsia fue
dividida en porciones para estudiar, por medio del microscopio de luz y del
electranico, las caractaristicas histoquimicas y ultraestructurales del
hepatocito y del glucogeno acumulado y a la vez realizar la determinacion
e la actividad enzimdtica de |z glucosa-B-fosfatasa. Dicho material fug
sometido a los siguientes procesos:
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Fig. 1. Nifio afec-
tado de glucogenosis
tipp | de Con.
Obsérvese |a tenden-
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el abdomen globulo-
so y Ia lordosis com-
pensatoria,
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Fig. 2. Efecto de la administracion subcutanea de adrenalina sobre
los niveles de glicemia.
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Fig. 3. Efecto de la administracion endovenosa de glucosa
sobre los niveles dz glicemia.

Una porcién de la muestra (a) fue fijada por 19 horas a 4°C en el
fluido alcohadlico Gendre de Lison, el cual preserva con eficacia el
glucogeno tisular. El prozedimiento continud con deshidratacidn enalcohal
absoluto, infiltracién an xilol e inclusion en parafina.

Un segundo segmento (b} se fijo en glutaraldehido al 4 olo en
solucion reguladora de fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4 por 3 horas ad°g;
tontinuandose con lavado del material en la solucidn reguladora, deshidra-
tacion alcohdlica, infiltracian en xilol e inclusion en parafina.

Una tercera porcién (c) fue congelada de inmediato en criostato, a
-30°C, sin fijacién quimca previa, con el fin de estudiar la actividad de la
glucosa-B-fosfatasa en el tejido.

Una cuarta muestra (d), destinada a ser estudiada con el microscopio
gectronico previo seccionamiento an fragmentos muy pequefios de 1a 2
mm. de grosor, fue fijada en glutaraldehido al 4 ofo, preparado en solucian
rzguladora de fosfato de sodio, pH 74 y osmolaridad de 380470
mOsm/litro, por 2 horas a 4°C. Se continud con lavado por 1 hora en fa
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solucian reguladora y fijacion secundaria por dos horas en solucion al
1 wfu de tevadaido de osmio, en fosfato de sodio 0,1M, a pH 74 v
psmolaridad do 210 mOsm/litro. La deshidratacion se efectud en concen-
traciones crecientes de etenol y en dos pasajes sucesivos de oxido de

propilena, incluyéndose los fragmentos finalmente, 2n Epon 812(15).

Como control se utilizd el higado de un ratén adulto normal,
procesado en condiciones idénticas a la biopsia hepatica estudiada,

Las secciones de 6 a 8 micras de grosor de las porciones (a) y (b)
fueon desparafinadas, hidiatadas y sometidas a e siguientes reacciones
histoguimicas, que conducen a la demostracion de polisacéridos tisulares.

Coloracion del carmin segin la técnica de Best (Pearso 1960, pag.
B41)(19).

Coloracian del dcido periddico-reactivo de Schiff (PAS), segin la
técnica de Hotchkiss(12) y Me Manus{16).

Reaccion de Bauer (Gurr 1962, pag. 145)(9).

Coloracitn del azul alcidn en solucion a pH 2.5, segln la técnica de
Steedmani2/) modificada por Mowry(18), utilizando como colorante de
fondo el rojo nuclear ripido. Esta coloracion fue practicada para
demostrar mucopolisacérides dcidos.

Coloracion del azul a'cidn en solucion a pH °,5 seqiin la técnica de
Levy Spicer(14), practicada con el fin de hacer visibles los mucopolisaca-
ridos acidos sulfatadaes.

Coloracion del azul alcidn a pH 2,5 —dcido periddico— reactivo de
Schff segiin la técnica de Wagner y Shapiro{29). Esta doble coloracion
permite fa observacion de los polisacéridos en general y de los mucopali-
sacdridos acidos en particular.

La digestion enzimdtica del glucogeno tisular se efectud utilizando
alfz amilasa (Sigma Chemical Co.) en solucion acuosa al 1 o/o & 37°C, por
mecia a una hora, o malta diastasa (E. Merck) al 1 o/o en solucion acuosa,
a 37°C. por el mismo tiempo. Cumplido el tiempo de digestion, las
secciones se procesaron de acuerdo @ las técnicas de coloracion antes
mencionadas.

Para el estudio al microscopio electronico de la célula hepatica y del
glucdgeno acumulado, se utilizd la porcidn (d) incluida en Epdn(15) y
cortada en secciones finas con ultramicrotomo LKB o Porter-Blum,
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provistos de cuchilla de vidrio o de diamante. Dichas secciones fuerar
recugidas sobre rejilles de cobre, desnudas o cubicrtas con una pelicula de
Formvar y estabilizades con un bafio de carbon. Posteriormente se
colorearon con una solucién saturada de acetato de uranilo(30) o citratc
de plomo a pH alto(23) y se examinaron con un microscopio electronice
Semens Elmiskop |. Las estructuras submicroscopicas de |as fotomicrogra:
fias electronicas se midieron can una maguina Universal Cambridge.

Para gl estudio de ls actividad enzimidtica de la glucosa-B-fosfatasa en
el tejido hepatico, las secciones de 10 micras de la porcion {c) se incubaron
en la sal potdsica de glucosa-6-fosfato segin la técnica de Chiguoine(d).

RESULTADOS
Micrnseopia de luz.

Tanto el tejido fijado por ¢l fluido alcohdlico Gendre coma el fijado
par glutaraldehido, presentaron caracteristicas histologicas y tintoriales
similares. La coloracion cel carmin de Best, la reaccion de Bauer y la del
itido periddico-reactivo de Schiff mastraron en el tejido caracteristicas
muy parecidas; razon por la cual solo describiremos la apariencia del
hapatneito coloreado con carmin de Best que nos muestra indistintamen e
lz observada con las otras dos coloraciones. La estructura histologica del
higado se mostrd considerablemente alterada, notindose un sumento
imegular de los hepatocitos, y prominente distorsidn de su arquitecturs
lobular. Coma se observa en las figuras 4 al 8 I2 coloracian del carmin de
Best hizo visible en las células hepéaticas un malerial rosado intenso que
pzupando todo el citoplasma, en ocasiones desplazaba el nucleo hacia la
pariferia da la célula (Figs. 5y 6). Se observaron también numerosas
vicuolas de tamafio variable (Fig.B), distribuidas #n todo el citoplasma, las
cuales aparecian como espacios vacios rodeados por el depdsito carmin
positiva. La naturaleza de los fijadores empleados no alterd la apariencia
vacuolar del citoplasma. En algunos hepatocitos se observo ademas en el
citoplesma, la presencia de cuerpos globulares (Figs. 4,5y 1) de tamafio
variahle que contenian el material carmin positivo y se hallaban o nc
rarleardns el mismo material menos coloreado. Las membranas celulares s2
mostraron interrumpidas especialmente en aquellos hepatocitos muy
sobrecargados de dicho deposito. En algunas dress del tejido este mismo
material se ohservo en el espacio extracelular (Fig. 4). Otras células vacis
y degeneradas mostraron solamente los perfiles de las membranas y en
ocasiones el niicleo céntrico o excéntrico (Fig 4). El nicleo de tamaiio
variable mostrd algunas veces un depasito de material PAS positivo (Figs. 5
y B) Fn ntros hapatocitos el nicleo no fue visible o se mostraba
totalmente vacuolado.
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Fig. 4. Coloracidn: carmin de Best. La arguitectura lobuler se
muestra distorsionada. Algunos hepatocitos aparecen intensamente colo-
reados, mientras gue otros muestran citoplasma vacuolado, con pequefias
inclusiones carmin positivas y soluciones de continuidad en sus membranas
plasmaticas. X400.

Fig. 5. Coloracidn: carmin de Best. En el centro de la fotografia
aparece una célula parenquimatosa aumentada de tamaiio, con contenido
citoplasmético intensamente positivo y espacios vacuolares. En su vecindad
se ohservan otras células hepdticas totalmente cargadas de glucogeno, el
cugl rechaze el nicleo hacia le periferia. X400. Ampliacion fotogrifica 2X.

Fig. 6. Coloracion: carmin de Best. Mayor aumento de una célula
hepdtica cuyo contenido citoplasmdtico aparece fuertemente positivo, con
gran cantidad de vacuolas y niclen rechazado hacia la periferia. X 1000,
Ampliacian fotografica 1,5X.

Fig. 7. Coloracian: carmin de Best. Ampliacion de una parte de la
figura & que muestra pequefios cuerpos globulares carmin positivos
rodeados de un material rosado menos intenso X400. Ampliacion
fotografica 3X.

Fig. 8. Coloracidn. carmin de Best. Mayor aumento de un hepatocito
totalmente cargado de glucogens que muestra un nicleo céntrico el cual

contiene también material glucogenico. X1000. Ampliacion fotogréfica
2X.

Fig. 9. Tejido hepatico que ha sufrido la digestion enzimatica de la
alfa amilasa, a 37°C por una hora, Coloracién deido peribdico-reactivo de
Schiff. Obsérvese la completa desaparicion del material PAS positivo. Este
resultado es indicativo de gue dicho material estd constituido por
glucogeno. X400. Ampliacion fotogrdfiea 1,6X.

Fig. 10. Coloracion: azul alcidn a pH 2,5-Rojo nuclear rapido. El
contenido citoplasmético de las células hepdticas no fue coloreade por el
gzul slcidn. Este resultado es demostrative de la ausencia de mucopolisa-
ciridos dcidos en el material de depdsito anormalmente acumulado. X400,

Fig. 11. Coloracion: azul aleidn a pH 2 5-dcido periGdico -reactivo
de Schiff. En esta doble coloracidn, silo la reaccidn del PAS mostrd fuerte
positividad en los hepatocitos. X400. Ampliacién fotogréfica 2X.

Fig. 12. Reaccion de Chiquoine. Esta reaceion histoquimica demos-
trativa de ls actividad de la glucosa-6-fosfatasa, mostrd en el tejido
hepdtico de nuestro caso la gran deficiencia de dicha enzima. Compdrese
con la figura 13 en la cual se demuestra la actividad de la enzima en el
tejido hepédtico de un retbn normal utilizado como control. X400,
Ampliacion fotogrdfica 1,5).

Fig. 13. Tejido hepdtico de un rattn albino adulto normal. Reaccitn
de Chiguoine. Notese la actividad de la enzima en el parénquima hepatico
utilizado como control. X400, Ampliacidn fotogréfica 1,5X.






La digestion enzimatica con alta amilasa o con diastasa permitia
phservar que al cabo de media hora de digestion, el material PAS positivo
{Fig.9), disperso libremente en el citoplasma habia desaparecido; se
observo solo una ligera positividad en algunos cuerpos globulares y en
algunos nocleos. Al cabo de una hora de digestion la tincion se hizo
completamente negativa. Este resultado nos permite afirmar gue el
material acumulado en el hepatocito corresponde a glucogeno.

Las tinciones de azul alcian a pH 2,5 (Fig.10) v a pH 1.5 dieron
resultados negativos ya gque no se produjo ninguna coloracion ni en gl
citoplasma ni en el nicleo. De este resultado deducimos que el depasito
acumulado en las células hepaticas no contiene mucopolisacdridos écidos.
Con la doble coloracion azul alcidn-PAS, salamente la segunda coloracian,
el PAS, mostrd resultados positivos cuyas caracteristicas ya hemos descrito
previamente (Fig.11}).

La reaceion de Chiguoine, conducente a demaostrar la actividad de la
glucosa-6-fostatasa, mostra en los hepatocitos una pérdida casi absoluta de
la actividad enzimatica (Fig. 12) a diferencia del higado control el cual
presentd gran actividad (Fig. 13).

Microscopia Electrimica.

Descripcion general del hepatocito. El estudio electronomicroscopico
de la célula hepatica confirma los hallazgos obtenidos con el microscopio
de luz.

Se observo en el citoplasma zonas necroticas extensas (Figs. 14, 15,
16, 17) que mostraban muy baja densidad electranica con desaparicion de
la matriz citoplasmdtica, las citomembranas, organelos e inclusiones. Estas
zonas necrdticas estdn irregularmente circunscritas por estrechas bandas de
reticulo endoplasmético rugoso, el cual aparece rechazado hacia la
envoltura nuclear o hacia la periferia del citoplasma, Las dreas necriticas
contienen, en forma aislada, glucogeno mono y multigranular, glucogeno-
somas, cuerpos densos, mitocondrias degeneradas muy electrondensas,
trabéculas de una substancia homogénea densa y vacuplas confluentes.

La superficie celular se halla cubierta por haces de tejido conectivo
{Fig. 18) mezclado con granulos de glucdgeno. En aguellas células donde
hay ruptura de la membrana celular, es fécil observar granulos dae
gluchbgeno en los espacios de Disse. En estos espacios pueden observarse
formas mono y multigranulares de glucogeno, los cuales son fagocitados
por las células de Kupffer,

A continuacidn hacemos un andlisiz de las alteraciones de las
diferentes estructuras subcelulares del hepatocito.
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Fig. 14. Hepatocito necritico. Se ohservan fragmentos del reticulo
endoplasmatico rugoso (RE) mezclado con una substancia homogénea
densa (SH). El glucogeno aparece en forma mono y multigranular
distribuide en la matriz del hialoplasma, la cual ha perdido su densidad
electronica caracteristica. Se observa ademds un cuerpo de alta densidad
electronica (CD). Una banda fina de material granular aparece adosada a la
membrana nuclear externa. El nicleo muestra una vacuola (V) y aumento
de la densidad del nicleoplasma. La distribucion de la cromatina es
aparentemente normal. Magnificacion: 36.000X.



Fig. 15. Hepatocito que muestra necrosis del hialoplasma (parte
inferior de la figura) con restos del reticulo endoplasmético (RE),

mitocondrias densas (M) y granulos de glucogeno dispersos. Magnificacion:
36.000X.



Fig. 16. Segmento de la periferia del hepatocito mostrando necrosis
extensa del citoplasma. En la parte superior de la figura se observa una
handa de material reticulo-granular (RG) gue contiene pequefias inclusio-
nes glucogénicas (flechas). MNotese ademds la presencia de una mitocon-
dria (M) de matriz muy densa y de crestas claras, y de un glucogenosoma
(Gs) limitado por una membrana trilaminar. Magnificacion: 50.000X.



Fig. 17. En este hepatocito las dreas necroticas claras aparecen
limitadas por restos de citoplasma degenerado con grénules de glucbgeno.
Se observa una mitocondria (M) densa y un glucogenosoma (Gs) que
muestra una mezcla de gluedgeno mono y multigranular dispuesto en
farma laxa y cuya membrana limitante aparece enmascarada por glucdgeno
citoplasmitico. En la parte superior iZguierda de la figura se ohserva parte
del nitcleo (N). Magnificacion: 60.000X,



Reticulo endoplasmatico. El glucbgeno, que ocupa grandes dreas del
citoplasma, rechaza el reticulo endoplasmético rugoso hacia la periferia de
la célula y hacia la membrana nuclear; dicho reticulo (Figs. 14, 15, 18, 19,
20) mostré un estado atrdfico con dilataciones fusiformes de los
canaliculos y agrandamiento de las vesiculas y de las cisternas. Estas
{ltimas tienden a ser confluentes v a formar vacuolas grandes. Los
canaliculos pierden su disposicion en paralelo y tienden @ adoptar
contornos circulares y en forma de herradura. Otros muestran un aspecto
ramificado, trabacular o laberintico (Figs. 19, 20). Las cisternas dilatadas
muestran islotes citoplasmaticos en su interior,

Mitocondrias. Se observd un marcado pleomaorfismo mitocondrial
{Fig. 13), mostrando algunas un aspecto hipertrifico. La matriz mitocon-
drial es de alta densidad electrinica (Figs. 15, 16, 17, 18, 19, 21), lo cual
contrasta fuertemente con la baja densidad de las crestas mitocondriales.
Generalmente las mitocondrias se observaron asociadas a un material
homogénes moderadamente electrondenso, a vacuolas de tamaiio variable,
g figuras mielinicas, y rodeadas por el glucogenoa anormalmente deposita-
do. Algunas mitocondrias muestran granulos de alta densidad electrdnica
(Fig. 21), como se observa en los hepatocitos normales. No se encontrd
glucdgeno intramitocondrial. Se observaron areas del citoplasma donde
grupo de mitocondrias circunseriben depdsitos de glucdgeno.

Cuerpos densos. Se distinguieron varios tipos de inclusiones densas
cuyo contenido es variable, v los cuales parecen corresponder a lisosomas.

a) Cuerpos de moderada densidad electrdnica, redondeados, de
contornos irregulares y tamano variable, con invaginaciones superficiales y
halo periférico de alta densidad electronica. Muestran una matriz homogé-
nea y contienen algunos restos de membrana en su interior (Fig. 20).

b) Cuerpos de contenido granular grueso, presumiblemente formas
multigranulares de glucdgeno, provistos de una membrana limitante, la
cual se halla rodeada por un material granular fino, de moderada densidad
electrnica (Fig. 14).

¢t} Cuerpos densos (Figs. 21, 22, 23) cuyo contenido granular,
predominantemente particulas finas, se muestra mezclado con granulacio-
nes gruesas. Estan fimitados por una membrana trilaminar, cuya hoja
interna se halla separada del contenido granular por un espacie claro. La
hoja externa esté asociada a un material granular fino. En algunas
fotomicrografias, esta membrana aparece interrumpida en su trayecto (Fig.
21). Estos cuerpos pueden estar intimamente adosados a la envoltura
nuclear.
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Fig. 18. Citoplasma necrdtico de un hepatocito mostrando haces de
tejido conectivo {TC) ertre los cuales se interca’an granulos de glucdgeno
[G). Estos manojos se hallan rodeados por material reticulo-granular
amorfo, el cual se muestra marcadamente electrondenso en su vecindad al
sitoplasma neerdtico (flechas). A su alrededor se observan escases
fragmentos del reticulo endoplasmatico rugoso (RE) y mitocondrias (M).
Wagnificacion: 36.000X,



Fig. 19. Citoplasma del hepatocito mostrando el reticulo endoplas-
mitice rugoso (RE) de aspecto laberintico, una substancia homogénea
densa (SH), mitocondrias pleomarficas de alta densidad electrénica (M),
acimulos de glucogeno (€) y vacuolas confluentes (V) separadas por
membranas finas, Magnificacion: 32.500X.



Fig. 20. Cuerpos densos (CD) presumiblemente lisosomas secunda-
rios gue muestran una matriz homogénea grisécea y restos de membranas
en su interior, Su contorno es irregular y electrondenso. En el citoplasma
vecino se observan vacuolas y acimulos de glucogeno separados por
canales claros irregulares. Hacia la periferia, el reticulo endoplasmatico
(RE) aparece dilatado, de aspecto ramificado y laberintiforme. Magnifica-
cion: 26.000X.



Fig. 21. Cuerpo denso (CD) que contiene un material granular fino,
homogéneo de moderada densidad electréinica y un material granular
grueso, de alta densidad electrinica. Notese la interrupcion extensa de su
membrana limitante. El material observado en su vecindad es de aspecto
similar al de su contenido, lo cual permite sospechar que se trata de una
vacuola autofigica. Las mitocondrias (M) muestran aspecto degenerado
con escasa visibilidad de la doble membrana mitocondrial y granulaciones
muy electrondensas sobre la matriz densa. Entre ambas estructuras v sobre
el hialoplasma necrdtico se observa glucogeno (G) del tipo alfa. Magnifica-
cidn: 120.000X.



Complejo de Gaolgi. No ha sido observado hasta ahora. Si considera-
mos ademas que sdlo sa observan algunas vesiculas de membranas lisas,
intercaladas entre las masas de glucdgeno, inferimos gue el sistema de
membranas lisas del hepatocito, incluido ef complejo de Golgi, tiende a
desaparecer en esta enfermedad.,

Vacuolas, Se observan gran cantidad de vacuolas (Figs. 19, 20, 24)
limitadas por membranas, de tamafio variable, de contorno irreqular y
cuyo contenido es de baja densidad electronica, Algunas de ellas mostraron
restos de membranas y material amorfo de moderada densidad electrénica.
Se observaron grandes y pequefias vacuolas, dispuestas en serie y separadas
por delgados tabigues citoplasmaticos o por membranas (Fig. 24).

Gluedgend, El depdsito rosado intenso observado en el hepatocito
con @l microscopio dptico wtilizando las reacciones del carmin de Best,
Bauer y PAS, correspondid en el estudio electronomicroscopico de la
célula, al glucogeno en sus distintas formas de agregacion, constituyendo
los resultados de dicho estudio el hallazgo més relevante debido a la gran
variabilidad, en cuanto a forma y modo de agregacidn, del-glucdgeno
anormalmente acumulado. Como se observe en todas las fotomicrografias
electronicas mostradas en la presente comunicacion, el glucogeno mono-
granular, cuyas particulas miden 300 A de didmetro promedio y que
corresponden segin |a nomenclatura de Drochman(7) a las particulas beta
del hepatocito normal, se muestra entremezclado con el glucogeno
multigranular (tipo alfa de Drochman) el cual, dispuesto en rosetas, estd
constituido por grupos de particulas redondeadas u ovales de 230 A de
diametro promedio. Dichas rosetas alcanzan gran tamafio y ocupan en
forma libre v dispersa, extensas dreas del eitoplasma,

Glucogenosomas. Se observd ademds (Figs. 16, 17, 23, 26, 27, 28),
la presencia de cuerpos redondeados u ovales, variables en tamaiio,
rodeados por una membrana limitante, que contienen gran cantidad de
glucogeno monagranular fuertemente compactado, mezclado con glucdge-
no multigranular, La membrana limitante trilaminar, aparece enmascarada,
gn gran parte de su trayecto, por un material de alta densidad electronica
que se adhiere predominantements a su superficie citoplasmatica. Dicho
material contiene, en ocasiones, granulos de glucogeno. Estos cuerpos
aparecen generalmente aislados sobre dreas necrdticas del citoplasma y
ssociados con vacuolas autofagicas, con escasos contornos circulares del
reticulo endoplasmatico rugosa y con fibras de tejido conjuntivo (Fig. 26).

Niicleo. El ndcleo céntrico o excéntrico exhibio la cromatina nuclear
dispuesta segin el patrdn caracteristice de la fijacion por glutaralde-
hido{24), en forma de una banda fina irregular, adherida a la membrana
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Fig. 22. Cuerpo denso presumiblemente lisosoma secundario, con
memhbrana limitante trilaminar, Contiene un material granular fino,
homogéneo, de moderada densidad electronica y un material granular
grueso, de alta densidad electrénica. Asociados a la hoja externa de su
membrana limitante se observan grénulos de glucbgeno y un material
granular fino, La hoja interna se halla separada del contenido por un
espacio elaro. Magnificacion: 96.000X.

nuclear interna y con proyecciones cortas y ramificadas hacia el nucleo-
plasma. En este ditimo se observaron ademas masas pequenas y dispersas
de cromatina. Los nucléolos, generalmente hipertroficos, muestran buen
desarrollo del nucleclonema, el cual tiende a adoptar aspecto de panal de
abejas (Fig. 29). Se observd muy escasa cromatina asociada al nuctéalo, La
densidad del nicleoplasma es variable, estando en algunos hepatocitos
disminuida mientras gue en otros estd aumentada (Fig. 14), en compara-
cion con el aspecto que muestra en el hepatocito normal fijado con
glutaraldehido. Los nucléolos pueden ser centrales o periféricos; en este
Gltimo caso se observan adheridos a 2 membrana nuclear. Se observd
ademds, la presencia de vacuobas nucleares translicidas (Fig. 14) de tamaiio
variable.

Actualmente investigamos la presencia de glucdgeno intranuclear, al
cual fue observado en el estudio con el microscopio Optico; dicha
investigaciOn serd objeto de una futura comunicacion.



Fig. 23. Segmentn de citoplasma neerotizado que muestra un
glucogenosoma (Gs) rodeado por una banda de material granular fino. En
su vecindad se observan restos de reticulo endoplasmético rugoso (RE),
figuras mielinicas (FM) y un cuerpo denso (CD) con caracteristicas
similares al descrito en la figura 22. En la parte superior de la figura se

opbserva citoplasma degenerado mezclado con grénules de  glucdgeno.
Magnificacidn: 36,600X.



Fig. 24, Vacuolas citoplasmaticas (V1,V2,V3) separadas por delga-
dos tabigues y en algunas zonas (fiechas) por su membrana limitante. El
tejido vecino muestra acimulos de glucogeno mono y multigranular.
Magnificacion: 30.000X.



Fig. 25. En el citoplasma de este hepatocito se observa gran
abundancia de granulos de glucdgeno separados por espacios claros y por
una substancia homogénea grisacea, Magnificacion: 39.000X.



Fig. 26. Glucogenosoma (Gs) alargado, rodeado por haces de tejido
conectivo (TC) y grénulos de glucgeno. Magnificacion: 36.000X.



Fig. 27. Alta magnificacion del glucogenosoma mastrado en la figura

Se observa la membrana trilaminar limitante (flechas) y acimulos

compactados de glucdgeno mona y multigranular, los cuales se hallan

separados por espacios claros, Magnificacion: 108.000X.
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Fig. 28. Glucogenosoma mostrando una cubierta capsular formada
por un material fino, el cual enmascara su membrana limitante. En su
interior se observa glucdgeno mono y multigranular y espacios vacuolares.
Magnificacion: 84.000X. 1

DISCUSION

Hemos realizado un andlisis histoguimico v ultraestructural de una
muestra de tejido hepitico afectado de glucogenosis tipo |. De los
resultados de tal estudio deducimos que las modificaciones citoplasmaticas
sufridas por el hepatocito van desde el acdmulo masivo de glucdgeno vy la



Fig. 29. Niicleo del hepatocito (N) con su respectivo nueléolo (nl).
Las bandas anastombticas del nucleolonemsaaparecen bien desarrolladas
tendiendo a adoptar la configuracion de panal de abejas. Las vacuolas
nucleololares que se observan entre las bandas del nucleolonema contienan
material granular fino. La cromatina (Cr) muestra una distribucion similar
a la observada en el hepatocito normal. Se observan restos de citoplasma
adosados a la membrana nuclear externa y dreas de necrosis. Magnificacion:
36.000X.



aparicion de fenomenos regresives hasta la completa lisis celular con pre-
sencia del contenido citoplasmatico, especialmente glucogeno, en los espa-
cios intersticiales.

Modificaciones del reticulo endoplasmatico. En primer lugar hemos
observado el deposito excesivo de glucGgeno asociado a la disminucian e
hinchamiento del reticulo endoplasmatico rugoso. Este hallazgo, previa-
mente descrito por otros autores en este tipo de glucogenosis (20, 25),
nos induce a pensar en la existencia de una estrecha relacidn antre el
trastorno del metabolismo del glucdgeno por un lado y la escasez del
reticulo endoplasmético par el otro,  Millonig y Porter(17), estudiando el
higado de animales normales sujetos a ayuno y sucesivamente realimenta-
dos, observaron gque el reticulo endoplasmatico era abundante en los
animales en ayunas, mientras que en los animales realimentados, a medida
gue el glucogeno iba apareciendo en la célula hepédtica, el reticulo
endoplasmdtico iba disminuyendo; este experimento permite deducir
cierta relacion del reticulo endoplasmético con el metabolismo del
glucdgeno. En nuestros andlisis hemos ohservado tambign una desaparician
casi completa del reticulo endoplasmatico liso.

Modificaciones lisosomales. En el presente trabajp hemos deserito
tres variedades de cuerpos densos, algunos con caracteristicas muy
similares a los lisosomas. Nos llamd la atencian el hecho de que algunos de
ellos contenian restos de membranas v granulos de glucogeno. Segin la
clasificacion de De Duve(B) tales cusrpos deben corresponder a citolisomas
o vacuolas autofdgicas. Estas vacuolas no han sido consideradas patologi-
cas, ya que normalmente dentro de los lisosomas se efectla la autdlisis de
dreas circunscritas de la célula sin que aparezcan dafios similares en el resto
del citoplasma, Por tal motivo es frecuente encontrar, dentro de los
lisnsomas secundarios, remanentes de los constituyentes citoplasmaticos,
pudiéndose ohservar én el hepatocito normal, lisosomas con caracteristicas
similares a los cuerpos densos reportados por nosotros en el presente
estudio. La presencia de citolisomas que contienen exclusivamente
glucogeno es un hallazgo realmente poco frecuente en el estudio del
hepatocito normal. Estas bolsas llenas de glucdgeno han sido denominadas
glucogenosomas por Phillips y colaboradores(21, 22), quienes las observa-
ran en higado de rata recién nacida. Tales cuerpos fueron descritos por
primera vez por Baudhuin y colaboradores en 1964(1), en ! higado de un
paciente afectado de glucogenosis tipo 11, interpretandolos como lisosomas
anormales. La localizacion de fosfatasa dcida en estos cuerpos(22) deja
poca duda de su origen lisosomal. Posteriormente Hug y colaborado-
res(13), reportaron la misma observacion en los hepatocitos de otro
paciente afectado de glucogenosis tipo 1. Segin Hers (10, 11), en este
tipo de glucogenosis no es posible la degradacion del glucogeno dentro de
los lisosomas, debido a pérdida de la actividad de la alfa 1.4, glucosidasa
acida lisosomal. Hug y colaboradores(13), especulando sobre el mecanismo
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de produccion de taes glucogenosomas en la glucogenosis tipo I,
consideran que el glucdgeno libremante disperso en todo el citoplasma
puede ser degradado normalmente por las enzimas glucogenoliticas,
mientras que ¢l glucdgeno que ha sido circunscrito dentro de los lisosomas
en el curso de una degradacion citoplésmica focal, “al no poder ser
metabolizado por la deficiencia enzimdtica lisnsomal, empieza a acumular-
se, trayendo como consecuencia la formacian de estas grandes bolsas llenas
tie glucdgeno.

Sin embargo, a pesar de que estos glucogenosomas han sido descritos
como caracteristices de la glucogenosis tipo 11, también han sido
reportados en el higado en condiciones tales como la descrita por Phillips y
colaboradores (22) ya comentada en parrafos anteriores, y la descrita por
Dallner y colaboradores(5), quienes haciendo un estudio a nivel del
reticulo endoplasmatico del higado de rata recidn nacida, canstataron gue
la actinomicina O inhibe la produccion y actividad de ciertes enzimas,
eomo la glucosa-B-tosfatesa, la NADPH-citocromo ¢ raductasa y la NADPH-
NT reductasa; y observaron a la vez, en las mizrofotografias electranicas
correspondientes, una disminucion marcada del reticulo endoplasmatico,
con dilatacion de éste y grandes acimulos de gluctgeno de tipo beta en las
vacuolas autoliticas. En ese reporte, los autores no hacen hincapié sobre el
sistema enzimatico responsable de las alteraciones metabdlicas de los
hidratos de carbono, sino sobre los marcados trastarnos enziméticos y
morfologicos ocasionados por los antibiGticos, gue actdan inhibiendo la
sintesis de las proteinas.

Hemos descrito glucogenosomas en los hepatocitos de nuestro
paciente afectado de glucogenosis tipo |. Ests observacion po ha sido
reportada en ninguno de los estudios efectuados en tal tipo de glucogeno-
sis{1, 20, 25, 26), ni en ningdn otro tipo diferente de la glucogenasis tipn
Il {1, 13). Considerames, en base @ nuestros hallazgos, que la aparicion de
tales lisnsomas anormalas en el hepatocito podria ser no salo consecuencia
de la pérdida de actividad de la alfa 1 4-glucosidasa dcida lisosomal, como
se ha considerado hasta el presentell, 13), sino la expresion de un
mecanismo supletorio en la degradacion del glucdgena, al existir un
trastorno deficitario en el ciclo glucogenolitica Se hs demostrado que la
glucosa-6-fosfatasa es sintetizada y localizada 2 nivel del reticulo endoplas-
matico (5, B, 28}, y s¢ sabe ademds, que cuando se inhibe la sintesis de
proteinas con actinomicing D{28) se nota entre olras manifestaciones, uta
gran disminucion de la actividad de |2 glucosa 6 fosfatasa con reduceion
marcada del reticulo endoplasmitico y aparicion de glucogenosomas.
Hallazgos similares hemos observado en los hepatocitos de nuestro
paciente: déficit de actividad de la glucosa-B-fosfatasa, reduccion marcada
del reticulo endoplasmético, acimulo de glucdgeno mono y multigranular
y presencia de glucogenosomas. La coincidencia en los hallazgos nos
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permite especular por analogia, que la presencia de glucogenosamas en un
caso de glucogenosis diferente al tipo |1, estd soncicionada por un factor
lisosomal auxiliar del ciclo glucogenolitico, al existir un trastorno
delicitario de alguna de las enzimas primordiales de dicho ciclo metabbli-
ca; en nuestro caso, el déficit enzimético ha recaido en la glucosa-G-fosta-
tasa.

Al microscopio optico se observaron en lo; hepatocitos, cuerpaos
globulares de tamaio wvariable que reaccionaban positivamente a las
tinciones para glucdgeno y gue hemeos relscionado con los glucogenosomas
ohservados al micrascopio electrdnico. Tenienda conocimiento de que en
la glucogenosis tipo |l se 1an demostrado, a nivel del misculo estriado
voluntario(31), cuerpos globulares con acomulos de carbohidratos no
glucogénicos, practicamos 2n el tefido hepdtico deé nuestro paciehte, una
serie de reacciones histogu'micas conducentes a la demostracian de otros
polisacéridos diferentes del glucogeno, especificamente mucopolisacdridos
dcidos, Sin embargo, el cortenido de estos cuerpos globulares fue digerido
por la amilasa y la diastasa y no dio ninguna positividad a tales reacciones
histoguimicas, indicindonos tal resultado que la constitucidn de estos
cuerpos e primordialmente glucogénica.

Glucogeno intranuclear. Hemos observado con relativa frecuencia al
microscopio Optico, la presencia de glucogeno en el nicleo de los
hegatocitos. Estamos estudiando actualmente al microscopio electronico
sus caracteristicas v serd chietn de un estudin adicional. La aparicidn de
glucogeno intranuclear en la glucogenosis tipol ha sido reportada
previamente por Salomon v col.(25) y por Sheldon y colaboradares|26).
Estos dltinos mostraron que las particulas de glucdgeno intranuclear
tignen un diametro menar que las particulas de glucdgeno citoplasmético y
gue los poros de la membrana nuclear. Por lo consiguiente, consideran que
el material nuclear debe estar constituido por un glucdgeno poco
ramificado o de cadena corta que ha sido secuestrado en el ndcleo, ya que
lenigndo esias moléculas pegqueias un digmelro menor gue lus poros
nucheares, pueden pasar fécilmente a través de ellos: paso gue no puede ser
efectuado por moléculas de glucdgeno més grandes v de cadena ramificada.
Estas consideraciones ameritan un mayor estudio que pueda ser relaciona-
do con la presencia o susencia de las enzimas gue actdan en el
metabolismo del glucogeno. Es de notar que tanto el glucogena intranu-
clear como el de los cuerpos globulares se mostrd ligeramente mis
resistente @ la accion degradativa de la amilasa o la diastasa. Esta
ohservacion estd siende tembién objeto de nueves estudios en nuestro
lahoratorio,

Fendmenos degenerativos. Aunque se observan con relativa frecuen-
cia en |os hepatocitos en el curso de la glucogenosis, no son caracteristicos
Gnicamente de la glucogenosis tipo |. Generalmente son de cardcter
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Esteatdsico y se muestran como vatuolas intracitoplasmaticas de tamafio
variable. Hemos observado en los hepatocitos estudiados gran cantidad de
vacuaolas que en ocasiones semejaban ser confluentes. Otra modificacian
ligada al proceso degenerativo-necrotico, la constituyd la presencia de
alteraciones citologicas marcadas producidas por la lisis celular, con
degenaracion mitocondrial, desaparicion del reticulo endoplasmético y
ruptura de la membrana citoplasmética con liberacion de glucdgeno al
espacio intersticial, y por Gltimo, la presencia de fibras de coldgeno
neoformado, gue constituyen la fase final de un proceso litico producido
en el hepatocito @ consecuencia del acomulo excesivo del glucogeno,

El presente estudio histoquimico y ultraestructural ha permitido
obtener un conocimiento mas detallado de la patologia celular hepatica y
del aspecto y localizacion del glucdgeno en la glucogenosis tipo | de Cori;
canocimianto que contribuye a una mejor comprensian sobre el mecanis-
mo de acumulacidn del glucageno, Sin embargo, creemos que en este tipo
de afeccidn se hace necesario realizar un estudio mds exhaustivo sobre los
mecanismos enzimiticos del metabolismo glucogénico alterado gue comn-
duzca a la solucian terapéutica final de este desorden genético.

RESUMEN

Se estudio al microscopio Gptico vy electrinico el tejido hepético,
obtenido por puncién biopsia, de un nifio con diagndstico clinico de
glucogenosis, forma hepatomegdlica, en el cual la actividad de la
glucosa-6-fosfatasa, analizada porel método histoguimico de Chiquoine
resultd marcadamente deficiente.

El tejido destinado a ser estudiado por métodos histoquimicos al
microscopio de luz, se fijo en glutaraldehido o en fijador aleohdlico
Gendre y se incluyd en parafina. Para el estudio electronomicrasedpico se
fijo inicialmente en glutaraldehido, luego en tetradxido de osmio y se
incluyd en Epon,

Las reacciones histoquimicas conducentes a la demostracidn de
polisacdridos evidenciaron, en el hepatocito notablemente alterado, gran
cantidad de glucdgeno acumulado en el citoplasma, en Farma libre o en
forma de cuerpos globoides. Se observé ademds glucogeno en algunos
nicleos en forma de masas o grumaos, rodeados de material nuclear.

El andlisis electronomicroscopico de las secciones finas del tejido
hepatico, coloreado con acetato de uranilo y citrato de plomo, mostrd las
alteraciones estructurzles ya reportadas por otros autores. El gluctgeno
gcumulado se observd dispuesto en dos formas, la usual, de estructura
comparable al glucogeno del hepatocito normal, constituido por particulas
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alfa y beta, que en cantidades masivas se localizan libremente en el
citoplasma del hepatocito; y la forma no usual, los glucogenosomas,
constituidos por bolsas o inclusiones de tamefio variable que contienen
glucdgeno monogranular fuertemente compactado con algunas rosetas de
glucogeno alfa. Estos glucogenosomas, interpretados como lisosomas
anormales, silo han sido reportados en el tipo de glucogenosis por
deficiencia de la alfa-1, 4-glucosidasa acida lisosomal. Su presencia en la
glucogenosis tipo | por deficiencia de la glucosa-6-fosfatasa nos induce a
considerar que ellos no son caracteristicos del déficit de una enzima en
particular, como se ha considerado hasta el presente, sino que pueden
constituir la forma de expresion de un mecanismo auxiliar supletorio al
existir un trastorno deficitario primario en el ciclo glucogenolitico. Se
hacen otras consideraciones en relacion a las modificaciones citopatoldgi-
cas ohservadas,

SUMMARY

Liver tissue obtained by biopsy punction practiced on a child with
clinical diagnosis of glycogenosis, hepatomegalic form, was studied with
the optic and electron microscope. In the tissue the activity of glucose-6-
phosphatase, analyzed by Chiguoing's histochemical method, resulted
markedly deficient.

The tissue destined to be studied by histochemical methods with the
light microscope, was fixed in glutaraldehyde or in Gendre alcoholic fluid
and embedded in paraffin. For the electron microscope study it was
initially fixed in glutaraldehyde, later in gsmium tetroxide and embedded
in Epon.

The histochemical reactions for the demostration of palysaccharides,
showed in the notably altered hepatocyte, a great amount of glycogen
accumulated in the cytoplasm, in free form or in the form of globoid
bodies. Besides, glycogen was ohserved in some nuclei in the form of
massas or clusters surrounded by nuclear material.

The electron microscopic analysis of thin sections of the hepatic
tissue, stained with uranyl acetate and lead citrate, showed structural
alterations already reported by other authars. The accumulated glycogen
was observed dispersed in two forms: the usual, of structure comparable to
the glycogen of the normal hepatocyte, consisting of alpha and beta
particles, which in massive quantities, are localized freely in the citoplasm
of the hepatocyte; and the unusual farm, the glycogenosomes, identified
as bags or inclusions of variable sizes which contain monogranular
glycogen strongly packed with some rosettes of alpha glycogen. These
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glycogenosomes, interpreted as abnormal lysosomes, have been reported
only in the type of glycogenosis caused by deficiency of lysosomal alpha
1. 4-acid glucosidase. Its presence in glycogenosis type | through deficiency
of the glucose-6-phosphatase makes us consider that they are not
characteristics of the deficit of any particular enzyme, as it has been
considered up until now, since they canconstitutethe form of expresion of
a suppletory auxilliary mechanism when a primary deficitory disorder
exists in the glycogenolytic eycle. Other considerations in relation to the
cytopathologic modifications are discussed.
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