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ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL EHISTOQUIMICO DEL ALVEOLO
PULMONAR DEL ACURE

Jorge Garcia Tamayo*
RESUMEN

Se describe la ultraestructura del alvéolo pulmonar del
acure y se sefialan las diferencias existentes entre las
células epiteliales y el macréfago alveolar. Se discute el
origen de los cuerpos laminares del neumocito granulary
se demuestra la relacion entre éstos, los cuerpos
multivesiculares y el aparato de Golgi. Se demuestra la
actividad de fosfatasa dcida en el aparato de Golgi y
levemente en los cuerpos laminares a diferencia de la
intensa reaccién observada en los macrofagos. Se hacen
consideraciones sobre el metabolismo del neumocite
granular y el posible papel de la fosfatasa dcida en la
formacion y secrecion de fosfolipidos.

INTRODUCCION

E! alvéolo pulmonar estd tapizado por dos tipos de células epiteliales:
Tipo |, el neumocito membranose y Tipo il, la gran célula alveolar o
neumocito granular,

Estudios con el microscopio electronico han demostrado numarosas
vacuolas en el citoplasma de los neumocitos granulares, las cuales se
observaron llenas de material osmiofilico. Estas estructuras se han
denominado cuerpos laminares o citosomas y se cree-gue ellos contienen
fosfolipidos, proteinas y mucopolisacaridos.

En el afio 1929 Von Neergaard (40) sugirio que la elasticidad del pulmén
es debida en parte a la tensidn superficial de una sustancia que deberia
tapizar los alvéolos. Desde entonces se han hecho numerosos estudios
sobre las propiedades tensioactivas de homogenizados de tejido pulmonar,
los cuales han llegado a demostrar la presencia en el pulmon de una
sustancia con gran actividad de tension superficial, la cual aparece en su
mayoria compuesta por di-palmitil-lecitina (2,11,20,33).
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Estudios morfoldgicos han relacionado las propiedades tensioactivas de
los extractos de tejido pulmonar con el nimero y la apariencia de los
cuerpos laminares de los neumocitos granulares (8,19). Estas observaciones
han Hegado a concluir que las estructuras laminares contenidas en las
vacuolas de las células alveolares tipo 1l son los precursores del material
fosfolipidico que tapiza la superficie alveolar. A pesar de que se han hecho
estudios histoquimicos y autorradiograficos que demuestran la importancia
del neumacito granular como la célula capaz de sintetizar lipidos en el
pulmén, {13) no existe una evidencia morfoldgica para poder explicar la
naturaleza exacta de la sustancia fosfolipidica que tapiza el alvéolo.

Uno de los obstéculos para estudiar la composicion de.los cuerpos
laminares del neumocito granular es la similitud morfoldgica que existe
entre estas células y los macrofagos alveolares, debido a la presencia de
cuerpos laminares en ambas células. Numerosos investigadores han
postulado que los neumocitos fagociticos o macrdfagos alveolares son
células mesenquimaticas con un origen diferente al de las células epiteliales
que tapizan el alvéolo pulmonar; sin embargo, con frecuencia se ha
propuesto que el neumocito granular se desprende de la pared alveolar y se
transforma en un macrdfago.

Actualmente se piensa que el macrofago alveolar es realmente una célula
fagocitica derivada de los monocitos de la sangre o de los macréfagos fijos
del intersticic pulmenar y por lo tanto, ella no debe jugar un papel
importante en el metabolismo lipidico del pulmon (22,26).

Con respecto al origen y la morfologia de los cuerpos laminares del
neumocito granular se han tejido diversas hipdtesis. Al principio se
consideraban los cuerpos laminares del neumocito granular como
provenientes de mitocondrias transformadas (29); posteriormente se pensd
que éstos se originaban en dreas de degradacidn citoplasmdtica (4) y
finalmente, que tenfan alguna relacion con el sistema lisosomico {17,31).
La fosfatasa é4cida, enzima caracteristica de los lisosomas (12), fue
demostrada en las cisternas del aparato de Golgi y aunque débilmente,
también en algunas de las vacuolas que contenian los cuerpos laminares
{16,17). En colaboracion con Valdivia, reportamos la localizacion de la
fosfatasa dcida en las células de! epitelio alveolar {16) y hemos observado
marcadas diferencias ultraestructurales entre las células del epitelio del
alvéolo pulmonar, las células fagociticas libres y las células
mesenquimaticas intersticiales.

El objeto de este trabajo es describir algunas de las diferencias
mencionadas y llamar la atencidn sobre la relacion que nuestros hallazgos
histoquimicos pueden tener con la actividad funcional de las células
alveolares.
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MATERIAL Y METODO

Para realizar este estudio utilizamos acures de un peso aproximado de
500 a 700 gramos, la mayor parte de ellos de la raza Dunkling-Hartley,
albinos.

La técnica utilizada en estos estudios ha sido la fijacion en
glutaraldehido al 3% y osmio al 2%, deshidratacion en alcoholes o en
acetona, inclusion en Epon-Araldita, o en Araldita.

Se aplicé el métodn de BGomori {B) para estudiar la actividad de
fosfatasa dcida.

Se practicaron cortes de una micra y ultrafinos utilizando cuchillos de
vidrio y diamante y las observaciones se han realizado en un microscopio
electronico RCA-MU3 del Departamento de Patologfa de la Universidad, de
Wisconsin en Estados Unidos y un Microscopio JEM 7A del Laboratorio de
Microscopia Electronica del Servicio dé Patologia del Hospital General del
Sur en Maracaibo, Venezuela.

RESULTADOS
Neumacito granular,

Célula redondeada, con microvellosidades en su superficie generalmente
ubicada en una especie de nicho que le forma la pared alveotar. Su
citoplasma muestra abundantes cuerpos laminares de mediana densidad
electronica; algunos de los cuerpos laminares se ven formados por hileras
toncéntricas o paralelas de estructuras con apariencia de membranas. Los
cuerpos laminares estdn revestidos por una membrana con la estructura
trilaminar caracteristica. En el citoplasma se ven ribosomas, abundantes
mitocondrias, reticulo endoplasmético liso, aparato de Golgi, y en la
vecindad de éste se ven cuerpos multivesiculares y estructuras en forma de
vacuolas conteniendo en su interior vesiculas mds prquefias y membranas
organizadas en forma paralela o concéntricamente. En la parte basal dela -
célula se pueden ver ocasionalmente vesiculas de pinocitosis; también se
identifica la membrana basal. Desmosomas simples unen los neumocitos
granulares con las prolongaciones delgadas de los neumocitos
membranosos. En ocasiones se observa el material de los cuerpos laminares
saliendo de sus vesiculas hacia el espacio alveolar. Se demostrd actividad
para la fosfatasa dcida en el aparato de Golgi, en las cisternas y las vesiculas
vecinas a esta estructura en los cuerpos multivesiculares, en los cuerpos
laminares pequefios y con menos intensidad en los grandes cuerpos
laminares. Algunos cuerpos laminares no mostraban reaccion, siendo este
resultado negativo mds frecuente que la observacion de la actividad
enzimética.
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Fig. 1.— Neumocito granular (NG) con cuerpos laminares (CL) en su
citoplasma y vellosidades cortas en su superficie. Se observan también un
neumocito membroso (NM) y en el intersticio un histiocito (H) y un
fibroblasto (F) con abundante reticulo-endoplasmdtico rugoso. 7.830 X.
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Neumocito membranoso,

Esta célula es prominente en el espacio alveolar, no presenta
microvellosidades, se une a las células epiteliales contiguas por medio de
desmosomas y cubre la mayer parte de la superficie alveolar. En el
citoplasma se ven mitocondrias, algunos cuerpos de inclusion densos
revestidos por una membrana, reticulo endoplasmético liso, ribosomas. La
actividad de fosfatasa 4cida se detectd en algunas cisternas del aparato de
Golgi y en algunos cuerpos densos citoplasmaticos,

Macrofago alveolar,

El macrdfago se vio libre en el espacio alveolar; presenta prolongaciones
citoplasméticas en forma de pseudopodos y un nicleo ovalado
generalmente indentado. En el citoplasma se ven mitocandrias, aparato de
Golgi prominente, rihosomas y numerosos cuerpos de inclusién limitados
por una unidad de membrana y mostrande granulos de diversa densidad y
de forma variable. Con frecuencia en estas inclusiones se ven grupos de

Fig. 2.— Detalle del citoplasma de un neumocito granular donde se ohserva
el aparato de Golgi. Se ven también varios cuerpos multivesiculares (flecha)
y cuerpes laminares (CL), mitocondrias (M) y parte del niicleo. 25.350 X.
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membranas, concéntricas o en organizacidn paralela, semejante a los
cuerpos laminares descritos en el neumocito granular. Se observd intensa
actividad para la fosfatasa acida en el aparato de Golgi y en las vacuolas y
vesiculas que se encontraban en su periferia, al igual que en los cuerpos de
inclusion descritos. En la membrana celular y en algunas vesiculas de
pinocitosis en ocasiones también se observd la reaccidn.

Células intersticiales,

Hay dos tipos de células; una con la apariencia de un fibroblasto, con
abundante reticulo endoplasmético rugoso con ribosomas en el citoplasma,
mitocondrias y aparato de Golgi; la otra célula se identifica mds con un
histiocito con citoplasma mas abundante, menor nGimero de ribosomas,
pseudépodos y cuerpos de inclusion densos, revestidos por una membrana.
En ambos tipos de células la actividad de fosfatasa dcida se localiz0 en las
cisternas del aparato de Golgi y en algunas de sus vesiculas. También se
observé ocasionalmente, actividad de fosfatasa acida en los cuerpos de

Fig. 3.— Parte del citopiasma de un neumocito granular que muestra varios
cuerpos laminares {CL), uno de ellos excretando hacia la luz alveolar el
contenido del citosoma. Se ven también mitacsndrias (M), mscrovellostda-
des en la superficie y parte del nitcleo. 25.350X.
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inclusion descritos entre el epitelio y el endotelio. Estos dos tipos de
células descritos se encuentran en un espacio denominado intersticio
alveolar, en el cual se ven fibras coldgenas y reticulares. En ocasiones
también se pueden observar haces de fibras musculares lisas.

Endotelio.

Las celulas endoteliales también presentan membrana basal, notdndose
con freciencia que la barrera alvéolo capilar esta constituida Gnicamente
por el endotelio y el epitelio, entre los cuales se disponen sus membranas
basales confundiéndose en una sola estructura amorfa. En otras 4reas es
frecuente que la célula endotelial esté situada sobre una zona del
intersticio. El nicleo de la célula endotelial es ovalado y en su citoplasma
se observan mitocondrias, ribosomas, algunas cisternas lisas, granulos con
apariencia de lisosomas y con frecuencia se ven vesiculas de pinocitosis. Se
observo actividad de fosfatasa dcida en algunos cuerpos de inclusidn
rodeados por una unidad de membrana y ocasionalmente en algunas
cisternas del complejo de Golgi.

Fig. 4.— Secuencia numerada del mecanismo de formacidn de los cuerpos
laminares a partir de cuerpos multivesiculares. 42.500 X.
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DISCUSION

Es un hecho bien conocido que el pulmén tiene un metabolismo
lipidico activo (14,26,27).

Existe suficiente evidencia de que la interfase entre el aire y el tejido
alveolar estd cubierta por una sustancia tensioactiva la cual es rica en el
fosfolipido dipalmitil lecitina; esta sustancia en la superficie del alvéolo
pulmonar va a actuar disminuyendo la tension superficial y por lo tanto va
a contribuir a mantener la estabilidad alveolar (2).

Desde el afio de 1945 Macklin, utilizando el microscopio de luz, sefialé
que el neumocito granular era la célula responsable de la produccion de
esta sustancia tensioactiva (21).

Buckingham y Avery estudiaron la naturaleza de este material
fosfolipidico y convinieron en llamarlo surfactante {(8). La disminucién de
la actividad de tensidn superficial producida por los extractos de tejido
pulmonar en casos de membrana hialina (25), de atelectasia pulmonar (1)

Fig. 5.— Fosfatasa dcida en el aparato de Golgi de un neumocito granular
(flecha). EI material tefiido Gnicamente con uranilo muestra en forma
borrosa las mitocondrias (M) y los cuerpos laminares (CL). 7.830 X.
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y en casos de oclusion de la arteria pulmonar (34), han relacionado estas
enfermedades con un supuesta déficit en la produccidn de surfactante por
el epitelio alveolar. Estudios comparativos en ratones, demostraron como
la actividad de tension superficial de los extractos de tejido pulmonar y el
tiempo en el cual aparecian los cuerpos laminares en los neumocitos
granulares eran paralelos, considerdndose estos citosomas como los
precursores del surfactante pulmonar (8,10,19,42).

Los primeros estudios al microscopio electrénico interpretaron la
formacion de los cuerpos laminares del neumocito granular como
estructuras derivadas de mitocondrias transformadas {29). Posteriormente
se sugirié que la morfogénesis v la secrecion de los cuerpos laminares era
un fendmeno funcional del epitelio alveolar (6) y se demostrd la presencia
de fosfatasa dcida en el aparato de Golgi y en los cuerpos laminares (4,15),
evidencidndose cambios focales autoliticos en el citoplasma de esta célula.
Sorokin (30) estudié la morfologia y la histoquimica de la gran célula
alveolar y propuso que la sintesis de los fosfolipidos debe ocurrir en los
cuerpos multivesiculares y en las membranas agranulares del neumaocito

Fig. 6.— Material sin tincion que demuestra actividad de fosfatasa dcida en
el aparato de Golgi y en los cuerpos laminares de un neumocito granular
7.830X.
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granular (31). Nosotros observamos desde hace algunos afios como los
macrofagos alveolares presentaban todos los estadios intermedios descritos
en la formacidn de los lisosomas, de acuerdo con lo postulado sobre la
actividad de la enzima fosfatasa acida (24) en el aparato de Golgi, en los
lisosomas puros, en los cuerpos multivesiculares, en los fagolisosomas y
citolisessomas y finalmente también en las vacuolas que contenian
estructuras de aspecto mielinico similares a los cuerpos laminares. La
reaccion enzimédtica observada en los lisosomas de los macrdfagos
alveolares era muy acentuada, diferencidndose de la débil y muy bien
localizada actividad presente en el aparato de Golgi y en los cuerpos
laminares del neumocito granular.

Estos hallazgos nos sefialaron una diferencia notable entre las células
alveolares epiteliales y los macréfagos, diferencia ésta que venia a
corroborar fa impresidn sobre el origen distinto de estos dos tipos de
células {26). Los cuerpos laminares presentes en el citoplasma de los
macrofagos alveolares, parecian formar parte del sistema lisosomico de esas

Fig. 7.— Parte de un macrofago alveolar mostrando actividad de fosfatasa
acida en los lisosomas, 7.830X.
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células, las cuales tienen una actividad fagocitica activa, e intervienen en
funciones de defensa a nivel del alvéolo. El hecho de que en los macrdfagos
intersticiales no se observan cuerpos laminares, viene a demostrar gue estas
células, cuando estin en el intersticio, no fagocitan el material
fasfolipidico,que se encuentra en la superficie alveolar,

Cuando se ohserva el citoplasma del neumacito granular y la variedad de
cuerpos multivesiculares y pequefios cuerpos laminares, se evidencian
numerosas etapas intermedias entre los cuerpos multivesiculares y los
pequefios cuerpos laminares para llegar finalmente a los cuerpos iaminares
grandes caracteristicos de esta célula. Si se compara la débil actividad
enzimatica de fosfatasa 4cida del neumocito granular con la reaccién
observada en los macrofagos, podemos afirmar que los cuerpos laminares
del neumocito granular, si bien pertenecen al sistema lisosdmico por el
hecho de presentar actividad de fostatasa dcida en sus membranas, no
parecen estar dispuestos para cumplir una funcion fagocitica con
formacion de vacuolas digestivas como los macrafagos, sing que parecen
mas bien formar parte de un sistema secretor dentro de la célula alveolar
grande.

Fig. 8.— Actividad de fosfatasa dcida {flecha} en el complejo de Golgi (G)
y citolisosomas de un macrofago alveolar. 23.200X.
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Estudios previamente realizados en la Universidad de Wisconsin por
Valdivia, demostraron como acures que vivian en candiciones de hipoxia
cronica (36,38) y acures intoxicados con tetracloruro de carbono, o
etionina (37,39), presentaban vacuolas de grasa en el citoplasma delos
neumocitos granulares. Cambios similares, han sido demostrados en
algunos ratones después de dietas prolongadas con grasa (15). Nosotros
hemos observado vacuolas de grasa en las células alveolares de acures
sometidos a periodos de ayuno de 24 y 48 horas y en la intoxicacion
experimental con kerosene (resultados no publicados). Estos estudios
parecen indicar que existen variadas situaciones de tipo experimental que
pueden inducir alteraciones en el contenido lipidico de los cuerpos
laminares del neumaocito granular; por lo tanto, es posible que jos cambios
en la apariencia y en la osmiofilia de los cuerpos laminares reflejen
alteraciones en la sintesis o en el proceso de secrecidn de Iipidos por estas
celulas. Es también posible que estas alteraciones de los cuerpos laminares
estén relacionados con un incremento de los 4cidos grasos libres o de los
triglicéridos en la sangre circulante. De esta manera, la lipolisis o cualquiera
condicion que altere los mecanismos de sintesis de {ipidos podria provocar
el almacenamiento de grasa en los neumocitos granulares.

Se sabe que la célula alveolar tipo Il tiene un metabolismo oxidativo
muy activa (3,28,30). Se han observado reacciones histoquimicas muy
marcadas para enzimas como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, confirmando la importancia del ciclo
glicolitico v de la via de las pentosas en el metabolismo de estas células
(14). ElI NADPH, considerado como un nucledtido indispensable en la
sintesis de lipidos, se ha encontrado en grandes cantidades en el neumaocito
granular; este hallazgo estd de acuerdo con las necesidades de estas células
en lo gue respecta a nucledtidos transportadores de hidrogeno los cuales
deben ser utilizados para la sintesis de la lecitina (9,35). El metabsolismo
oxidativo de la glucosa parece ser el responsable de la abundancia del
NADPH vy del L-alfa glicerofosfato en esta célula.

Para sintetizar fa lecitina usualmente existen dos reacciones enzimaticas,
una de ellas es la via de la metilacion de la fosfatidil-etanolamina y la
otra, la reaccion de la fosforilcolina-glicérido-transferasa. La primera
reaccidn se localiza en el reticulo endoplasmatico y no parece ser la via
metabdlica principal, a pesar de que se ha sugerido que la metilacidn de los
fosfolipidos podria tener lugar en el reticulo endoplasmatico del neumaoci-
to granular como un proceso selectivo para la sintesis de la lecitina (23).
La reaccion de la fosforileolina glicérido-transferasa es la cadena enzimati-
ca principal que Heva hacia la formacion de la lecitina a partir de la L-alfa
Beta Di-glicérido. Este sistema enzimético ha sido demostrado en
microsomas de higado de rata (7). La fosfatasa del dcido fosfatidico es una
enzima que juega un papel muy importante en la sintesis de diglicéridos, a
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Fig. 9.— Macrofago alveolar con abundantes pseuddopodos,. lisosomas,
cuerpos laminares y nicleo indentade, libre en la luz del alvéole. En un
lado se ve la pared de un capilar alveolar con varies globules rojos en su
tuz. 7.830 X.
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partir del acido fosfatitidico y ha sido identificada en fracciones celulares
con caracteristicas de sedimentacidn similares a los lisosomas (41).
También se ha reportado NADPH en una fraccion similar, diferente de la
fraccidn mitocondrial y de la microsomal y correspondiendo a la fraccidn
lisosdmica (32). Aunque el acido fosfatidico es su sustrato preferido,
también es capaz de hidrolizar B-glicerofosfato (18).

Estos hallazgos contribuyen a sefialar que la presencia de la fosfatasa
acida dentro de los citosomas multilaminares del neumocito granular,
pudiera tener un significado importante y no simplemente circunstancial.
La fosfatasa acida y tal vez algunas otras enzimas hidroliticas podrian
actuar ligadas a la sintesis y a la secrecion temprana de los fosfolipidos por
el neumocito granular. Nuestros resultados histoguimicos nos llevan a
postular que las estructuras citoplasmaticas que contienen fosfatasa dcida
pueden no solamente estar relacionadas con las funciones digestivas y
degradativas del citoplasma, sino que también pudieran jugar un papel
importante en ciertas actividades metabdlicas y secretoras de algunas
células, como seria en este caso del neumocito granular. Sin embargo, son
necesarios estudios histoquimicos y ultramicroscopicos, haciendo variar las
condiciones fisiologicas y utilizando modelos experimentales para poder
dilucidar algunas de las interrogantes planteadas sobre el verdadero

significado del neumocito granular en la fisiopatologia del alvéolo
pulmonar,
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Ultrastructure and histochemistry of the pulmonary alveoli in the guinea
pig.

Garcia Tamayo J {Laboratorio de Microscopia Electrénica, Servicio de
Patologia, Hospital General del Sur, Maracaibo, Venezuela). Invest Clin 13
(2): 58-75, 1972.— The ultrastructure of the pulmonary alveoli in the
guinea pig is described. The lamellar bodies of the granular pneumocyte
are formed at the Golgi apparatus from multivesicular bodies and
membrane containing dense bodies. Acid fosfatase activity in these
structures was positive but the positivity of the reaction was little if
compared with that observed in the alveolar macrophage. Differences
between the fagocitic function of the macrophage and the metabolic
activity of the granular pneumocyte are stressed. A posible sole of acid
phosphatase in the metabolism of the granular neumocyte is considered.
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