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ABSTRACT. An optical and electronic microscope study was made of the cell
population obtained from the peritoneal cavity of rats in whom an aseptic inflam-
mation was produced by implantation of Epon 812 laminae. The samples obtained
were studied by several methods. Laminae ¢f 24 hours and 7 days were studied
in phase. Other laminae were introduced into a diffsusion chamber, reimplanted
into the original animal and extracted seven days later. [Other] laminae were placed
for a period of 30 min in a saline solution which contained latex particles. These
laminae were then also reimplanted into animal from which they had been taken.
The remaining laminae were retired one each day over a period of 10 days from
the peritoneal cavity of the rats. Diverse phenomena such as phagocytosis, cell
fusions, degranulation, and cell degeneration, as well as possible transformation
were observed. The significance of these phenomena are discussed.

RESUMEN. Se hace un estudio al microscopio éptico y electrénico de la pobla-
cién celular obtenida de la cavidad peritoneal de ratas a las cuales se les provo-
cé una inflamacién aséptica por la implantacién de laminas de Fpon 812. Las
muestras obtenidas fueron estudiadas usando diversos métodos. Se estudiaron I4-
minas de 24 horas y 7 dias en fase, otras liminas fueron introducidas en cdmara
de difusidon y reimplantadas en el mismo animal, extrayéndose a los 7 dias, otras
ldminas fueron colocadas durante 30’ en una solurién de suero fisiolégico, Ia
cual contenfa particulas de latex siendo reimplantadas nuevamente en el mismao
animal. El resto permanecié en la cavidad peritoneal de las ratas, siendo retiradas
dia a dia hasta 10 dias. Se observaron diversos fendémenos tales como fagocitosis,
fusionees, degranulacién, degeneracién celular, asi como posibles transformacio-
nes. Se hace un andlisis de estos fendémenos dentro del contexto de la biologia
celular de este proceso.

INTRODUCCION

La inflamacién aséptica es un modelo experimental muy interesante ya que brinda
la posibilidad de estudiar fendémenos de varios tipos como por ejemplo, fa fagoci-
tosis, fusidn celular, posibles transformaciones y hasta degeneracion celular in vivo,
bajo influencias hormonales y de todo tipo por métodos sencillos de microscopia
optica. (Georgiev, 1960 v Fox, 1970) vy elecirénica (Kouri y col., 1970) ; ademis
se facilita la aplicacién de técnicas citoquimicas (Ancheta y Kouri, 1972) y auto-
rradiograficas. Mas importante todavia es que permite sentar las bases para poder
abordar en un futuro cercano aspectos sobre la patologia celular.
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El objetivo del presente trabajo es el estudio de los fenémenos planteados y su
posible significacién.

MATERIALES ¥ METODOS

Se utilizaron un total de 45 ratas del tipo Wistar de ambos sexos con un peso de
150 a 200 grs. a las cuales se les introdujo en la cavidad peritoneal, en condiciones
asépticas, 4 laminas de Epon 812,

A 5 de las ratas se les retiraron las liminas a las 24 horas, dos de las cuales se estu-
diaron inmediatamente en un microscopio 6ptico Carl Zeiss en fase y las otras dos
laminas fueron colocadas en camiaras de difusién para las cuales se usé filtro mili-
pore de 0.2 micras, siendo reintroducidas en el mismo animal. Las cimaras fueron
retiradas 7 dias més tarde, se revisaron cuidadosamente los milipore no encontran-
dose en ningin caso ruptura de los mismos.

A otras 5 ratas les fueron retiradas las ldminas a las 24 horas y colocadas durante
20 minutos en una solucién de suero fisiolégico conteniendo particulas de latex
de 0.8 micras; después fueron lavadas con suero fisiolégico. Dos de estas dltimas
laminas se prefijaron inmediatamente y se procesaron para microscopia electrénica,
las otras dos fueron reimplantadas en el mismo animal siendo retiradas nueva-
mente al cabo de 10 dias.

A las ratas restantes se les extrajo las ldminas a las 24, 48, 72 horas; 4, 5, 6, y 10
dias. Tanto a las laminas obtenidas de las cAmaras de difusidon como las laminas
que se encontraban libres en la cavidad peritoneal fueron procesadas para micros-

copia electrénica, siguiendo la técnica descrita en trabajos anteriores (Kouri y col.,
1970).

Los blogues fueron cortados en el ultramicrétomo LK.B. Ultrotome III y los cortes
plateados a amarillo claro se montaron sobre rejillas de 400 mesh sin membrana
soporte.

Las reacciones citoquimicas se realizaron sobre los cortes usando la técnica de
TSH proteinato de plata para revelar polisacridos (T hiery, 71967) luego fueron
montadas en rejillas sin membrana soporte a las cuales no se les realizd post-con-
traste.

Todas las preparaciones fueron observadas en los microscopios electrénicos HU-11A
y HS-7.

RESULTADOS

En los resultados obtenidos observamos a las 24 horas de implantacién un predo-
minio de células mononucleares cuyas caracteristicas ultraestructurales se corres-
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pondian con los macréfagos o células fagociticas (Fig. 1). Ya al segundo dia se
evidenciaron unas formas celulares (Figs. 2 y 3) con Reticulo Endoplasmico
Rugoso méis prominente que el de los macréfagos, el cual contenia un material poco
electrén denso en su interior, estas células variaban de redondeadas a alargadas,
no observindose la presencia de fibras coldgenas en el medio extracelular. Al quin-
to dia se noté la presencia de células productoras de fibras, (Fig. 4) con Reticulo
Endoplédsmico Rugoso prominente, ensanchado y conteniendo un material poco
denso al haz electrénico similar al de las células anteriores. Al cabo de los diez dias
obtuvimes un predominio de células productoras de fibras (Fig. 5) donde el
Reticulo Endoplismico Rugoso era muy prominente de canales estrechados y gran
cantidad de fibras coligenas en el medio extracelular.

En las muestras procedentes de camara de difusiéon con laminas de 24 horas de
implantacién habia predominio de células redondeadas (Fig. 6); al cabo de 7 dias
se observd predominic de células alargadas {Fig. 7) las que presentaban caracte-
risticas de fibroblastos al microscopio electrénico (Fig. 8).
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Fic. 1. Macréfago del primer dia. Se observa su ntcleo (N) irregular, el reticulo endoplés-
mico (RER) y su superficie celular irregular con abundantes proyecciones (flechas 12 500 x.
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Fic. 2 v 3. En estas formas ce srva reticulo endoplasmico rugoso (RER) abun-
dante, de canales ensanchados y material poco electrdn denso en su interior 12500 x.
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Fic. 6. Células mononucicares del primer dia. Se observa predominio de célufas redondeadas
Obj. 16, oc. 8.

Fic. 7. Células alargadas, procedenies de la camara de difusion, Se observa predominic
de células alargadas. Obj. 40, oc. 8.
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Fre. 9. Macrdfago, se observa escaso producto de reaccién (flechas) en forma de punteado
negro disperso en el citoplasma 10
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Los resultados obtenidos en los estudios citoquimicos demostraron que los macré-
fagos (Fig. 9) presentaron escaso producto de reaccidén. En las formas redondea-
das y alargadas con Reticulo Endopldsmico Rugoso mis prominente se observo
aumento en el contenido del producto de reaccién (Fig. 10}, teniendo su maxima

expresion en los fibroblastos (Fig 11), donde se observa gran cantidad de producto
de reaccidn.

En las preparacicnes en que se utilizd latex como marcador obtuvimos que 1_Eis célu-
las iniciales las cuales contenian particulas fagocitadas presentaban las caracteristicas
de los macrdfagos (Fig, 12) y al final de la experiencia, las células con particulas
en su interior mostraban las caracteristicas de los fibroblastos (Fig. 13}.
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Fie. 12, Macréfago con particulas de latex en su interior {flecha) 10000 x.

Fre. 10. Células con caracteristicas intermedias entre macréfagos y fibroblasto, mostrando
mas abundante el producto de reaccion (flechas), 10 000 x.

Fig. 11. Fibroblaste mostrando abundante producte de reaccién (flechas) 10000 x.



Fia. 13. Fibroblasto procedente de camara de difusién. Se

observan particulas de latex
: en su interior 12 500 x,
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Fra. 14. Célula Cebada, obsérvese un granule al parecer siendo

expulsado al medio (flecha)
10000 =x.



15. Macrofago con una

Fie. 16. Formacién de células gigantes. Ohsérvese. la fusién celular (flecha) 12500 x.
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Otros hechos interesantes en nuestros resultados fueron la presencia en los primeros
dias de células cabadas al parecer degranulindose (Fig. 14) asi como en todo
momento observamos el fenémeno de fagocitosis {(Fig. 15). También fue interesante
la observacién de fusiones celulares, presentando’ dichas células las caracteristicas
de los macrofagos (Fig. 16).

DISCUSION

Todos los fendémenos planieados que ocurren en el transcurso de la inflamacién asép-
tica provocada por un cuerpo extraiio en-la gravidad peritoneal de ratas, los inter-
pretamos como hechos légicos del organismo en respuesta a una agresion.

Primero ocurre la migracién celular hacia el punto afectado ya sean células propias
de la cavidad o procedentes de la sangre (Nelson, 1969) luego alli en la zona de
reaccién a medida que el tiempo va transcurriendo, algunas células cebadas se degra-
nulan siendo fagocitados dichos granulos por los macréfagos y por las células alli
existentes sirviendo de material energético para el metabolismo celular de las mis-
mas (Ancheta vy Kouri, 1971). Otras degeneran como es el caso de los polimorfos-
nucleares y son fagocitados por los macréfagos.

Los macréfagos se fusionan, como un mecanismo de formacidén de células gigantes
hecho que consideramos 16gico pues se trata de un proceso lento. Pensamos que en
nuestras condiciones ocurre la transformacién de células mononucleares fagociticas
(macréfagos) en células formadoras de fibras colagenas (fibroblastos) hecho este
muy discutido y estudiado (Allgbwer y Hulliger, 1960; Carvel y Ebeling, 1926; Geor-
giev y Bachvarova, 1962; Grillo, 1963, Kouri y Ancheta, 1972; Rangan, 1967 ; Ross
¢ Bendite, 1962; y Ross y Lilly White, 1965), pero todavia no esclarecido definiti-
vamente. '

En nuestros resultados de las ldminas libres, la observacidén de células con caracte-
risticas intermedias entre células fagociticas y células productoras de fibras (Kourt
y Ancheta, 1972) nos llevd a sugerir tal posibilidad, sin embargo, cabia la alterno-
tiva de contaminacién inicial de las muestras, con fibroblastos procedentes del tejido
conectivo, esto nos llevd a utilizar la cAmara de difusion cuyos resultados apoyan atn
mis la posibilidad de transformacién ya que partiendo de preparaciones donde la
casi totalidad de las células son mononucleares fagociticas, obtenemos al final una
muestra donde predominan las células productoras de fibras coligenas.

El hecho de que en los macréfagos el producto de reaccién en la demostracién de
polisacaridos, sea muy escaso y que esté aumentado en las células intermedias para
ser méximo en los fibroblastos (Ancheta y Kouri, 1972) lo interpretamos como un
dato que apoyaria la transformacién de macréfagos a fibroblastos ya que la capaci-
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dad de sintesis se va desarrollando por diferenciacion hasta alcanzar su méaximo
en los fibroblastos.

Otro hecho y quizés el mas significativo que apoya ain més la posible transforma-
¢ién, son los resultados obtenidos de las preparaciones tratadas con latex ya que
en las muestras iniciales observamos dichas particulas en las células fagociticas y 10
dias mas tarde el latex aparecia en el interior de las células productoras de fibras.
No obstante estas evidencias, estamios llevando a cabo otras experiencias las cuales
pensamos puedan concluir los planteamientos hechos.
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