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MICROSCOPIA DE LUZ Y ELECTRONICA, DE INCLUSIONES
LIPIDICAS LEUCOCITARIAS, EN UN CASO DE

HIPERTRIGLICERIDEMIA CON TRASTORNOS TROFICOS

Américo Negrette y Jesús Mosquera*

RESUMEN

Se estudiaron, mediante microscopía de luz y electró-
nica, leucocitos de sangre periférica de una paciente con
altos niveles plasmáticos de triglicéridos y lipoproteínas.
La alteración morfológica, al microscopio de luz, consis-
tió en vacuolas citoplasmáticas de moderada refringen-
cia; las cuales, vistas al microscopio electrónico, estaban
representadas por inclusiones lipídicas ("cuerpos franjea-
dos") y vacuolas (cuerpos residuales) conteniendo es-
tructuras hexagonales. Los "cuerpos franjeados" son go-
tas de grasa de aproximadamente una micra de diámetro,
compuestas por bandas alternas de baja y alta densidad
electrónica, y que presumiblemente corresponden a tri-
glicéridos. Las formaciones hexagonales contenidas en
algunas vacuolas podrían corresponder a fosfolípidos. El
aspecto ultraestructural del contenido de ambos tipos de
estructuras, si descartamos artefactos de corte, pudiera
corresponder a diferente disposición adoptada por com-
plejos hidrolipídicos, en los cuales la parte clara corres-
ponde al agua y la más electrodensa a sustancias lipi-
dicas.

* Sección de Ultraestructura y Biología Celular, Instituto de Investigaciones Clíni-
cas, Apartado Postal 1151, Facultad de Medicina, Universidad del Zulia, Maracai-
bo, Venezuela.
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INTRODUCCION
Entre las causas de vacuolización leucocitaria se ha hecho referencia a

tres tipos de procesos que juegan un papel preponderante: enfermedades
infecciosas, agentes tóxicos y alteraciones metabólicas.

Varios autores mencionan la vacuolización del citoplasma de leucoci-
tos de sangre periférica de pacientes con infecciones virales ( s, 22, 23) o
bacterianas (26, 35). La formación de vacuolas por fagocitosis (28) ha sido
descrita en septicemia por meningococos y en endocarditis lenta, así co-
mo en leucocitos de leucemia aguda y en granulocitos neutrófilos de leu-
cemia mieloide crónica. Bessis y Thiery 	 2) describieron mediante es-
tudios al microscopio electrónico, grandes vacuolas leucocitarias en leu-
cemias mieloide y linfoides agudas. Seman (29) y Freeman (9), estudiando
leucemias al microscopio electrónico, describieron vacuolas en el citoplas-
ma de células blásticas.

Otros autores refieren la formación de vacuolas en leucocitos, como
consecuencia de la acción de agentes tóxicos (41, 27, 30, 33).

Varios investigadores han encontrado leucocitos vacuolados en afeccio-
nes relacionadas con alteraciones del metabolismo lipídico ( 12, 20, 34,

36). Los linfocitos y monocitos de sangre periférica en la enfermedad de
N iemann-Pick, muestran vacuolas citoplasmáticas (14).

Este trabajo tiene por objeto estudiar la vacuolización leucocitaria en
una paciente con altos valores sanguíneos de triglicéridos y lipoproteínas,
que padece desde su infancia trastornos tráficos en piel y uñas, con el pro-
pósito de ver si se encuentran diferencias morfológicas o cuantitativas con
otros procesos capaces de producir vacuolización leucocitaria.

MATERIAL Y METODOS

Caso clínico.

Manifestaciones clínicas. Paciente del sexo femenino, de 14 años de
edad, que presenta desde su infancia trastornos tráficos en piel (ictiosis),
dientes y uñas (Fig. 1). Actualmente presenta linfocitosis relativa (49%).

Concentraciones lipídicas. El estudio de los valores lipídicos sanguíneos
se encontró alterado (5): Total de «pidas: 	 836 mg% (13); fosfolípidos:
219 mg% (7); colesterol total: 187 mg% (15); triglicéridos (por diferencia):
430 mg%; lipoproteínas HD L: 23 mg%; LDL: 169 mg%; VLDL: 49 mg%
(6). (Fig. 2).

Tolerancia a la glucosa. La tolerancia a la glucosa fue encontrada normal
de acuerdo a los siguientes datos: Basal: 94 mg%; 30 minutos: 122 mg%;
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Fig 1.— Trastornos tráficos en uñas, dientes, piel y labios.
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Fig 2.— Tres tipos de lípidos plasmáticos cuantificados en el paciente.

60 minutos: 103 mg%; 90 minutos: 76 raro; 120 minutos: 49 mg%
(24). Se utilizó un gramo de glucosa por kilogramo de peso.

Microscopía de luz. Se realizaron frotis de sangre periférica obtenida
mediante punción digital; los cuales fueron fijados durante 15 minutos con
metanol y coloreados durante 30 minutos con Giemsa. Para realizar la fór-
mula leucocitaria y el contaje de vacuolas se utilizó un microscopio Leitz
Ortholux (1.000 X). Las vacuolas fueron medidas con un ocular micromé-
trico Leitz.

Microscopía electrónica. Se utilizó sangre heparinizada, obtenida por
punción venosa. El concentrado de leucocitos fue preparado siguiendo la
técnica descrita por Sulbarán (32), y fijado en glutaraldehido al 3%. Fue
tratado seguidamente con tetraóxido de osmio, deshidratado mediante al-
cohol etílico a concentraciones crecientes y óxido de propileno, e incluido
en araldita. Se realizaron cortes con ultramicrotomo Porter Blum, se colo-
caron en rejillas de 400 huecos, y se colorearon con acetato de uranilo y ci-
trato de plomo. Fueron observados con microscopios electrónicos Siemens
Elmiskop l y JEM 100 B.
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RESULTADOS

Microscopía de luz. Se observaron vacuolas claras en un elevado porcen-
taje de los neutrófilos, eosinófilos y monocitos, y con menor frecuencia en
los linfocitos. De las 500 células estudiadas, 261 (52,2%) presentaron va-
cuolización (Tabla 11. De los leucocitos, los linfocitos tienen un 4,6% de
vacuolización; mientras que los demás leucocitos presentaron los siguientes
porcentajes: segmentados neutrófilos: 40,2; monocitos: 4,6; eosinófilos:
2,8.

TAB LA I

CIFRAS LEUCOC I TARIAS

Ti pos	 Cantidad	 Leucocitos	 Vacuolizocicin	 Fórmula
Celulares	 por Tipo	 Vocuolodos	 por Tipo	 Leucocitorio

Granulocitos
Neutráfilos

Granulocitos

2 13 201 94,3 % 42, 6

Eosi nófi los 16 1 4 87, 5 % 3, 2 %

Monocitos 25 23 92 % 5

Linfocitos 246 23 9, 3 % 49, 2 °/0

El tamaño y la frecuencia de las vacuolas, se aprecia en la Fig. 3. El 81%
de las vacuolas midieron entre 0.6 y 1.5 micras de diámetro. Hubo un pe-
queño número de vacuolas que midió menos de 0.6	 y más de 2.5 /../ de
diámetro.

Las vacuolas son generalmente circulares y no se tiñen con el Giemsa,
por lo que se presentan claras, en contraste con el resto del citoplasma
(Fig. 41.

Microscopía electrónica. A nivel de microscopía electrónica encontra-
mos dos tipos principales de distribución lipídica: inclusiones lipídicas que
llamamos "cuerpos franjeados" y vacuolas con formaciones hexagonales en
su interior. "Cuerpos franjeados" llamamos a las estructuras redondeadas o
irregulares compuestas por dos elementos: franjas y bordes. Las franjas son
de dos tipos: claras y electrodensas dispuestas de manera alternada. Tienen
una longitud variable que depende del tamaño del cuerpo franjeado y un
ancho, que es menos variable, dependiendo de su estado evolutivo, pero
que plenamente definido, suele tener aproximadamente 75 milimicras. El
borde suele ser mal delimitado, irregular, de difícil coloración y fijación,
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41.11%
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TAMAÑO

Fig 3.— Frecuencia de los diferentes tamaños de las vacuolas leucocitarias
en sangre periférica del paciente.
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Fig 4.— Tres tipos de células vacuoladas en sangre periférica: a) Linfocito.
b) Monocito. c) Granulocito neutrófilo.



„,

ld	 *

•

".•	 • .

411.,. •

v#

.74$
:	 *-1

1-001

...,t.
n a 	 4	 4 «

*: • . -. ,	 ' '	 "r 0.,
-.4,. f

on	 :*	 r	 .5' • •	 r--.	 .	 •

,i1P • ...x.;	 ..**

,

	

,...	 k.' 00 . 1	 '-'`.,	 .•	 s,

	

'''	 401	 4 .	 , "

	

' 	 —	 I?.,
t	

.	 1,

•

	

,,	 •	 . .91/4
. ,

""' '-• —	 1 **--•	 .	 ,

4

que pareciera determinado por el empuje de la inclusión en el citoplasma.
No se observó membrana limitante (Figs. 5 y 6).
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Fig 5.— Cuerpo franjeado citoplasmático, mostrando bandas claras y elec-
trodensas alternas, paralelas y rectilíneas. 105.000 X.

El diámetro promedio de estos cuerpos fu é de 1.16 p; correspondien-
do 1.40 /./ y 0.92 p a los diámetros mayor y menor, respectivamente. Es
posible encontrar diferentes variaciones de los cuerpos franjeados. Mientras
se observan varios plenamente constituídos, con un franco contraste entre
bandas claras y electrodensas (Fig. 5), algunos apenas tienen esbozadas
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Fig 6.— Granulocito neutrófilo mostrando un cuerpo franjeado (CF) en el
citoplasma (C); cisterna perinuclear (CP); núcleo (N). 60.000 X. En el án-
gulo inferior derecho, detalle del cuerpo franjeado. 110.000 X.

franjas escasamente electrodensas (Hg. 7). La frecuencia conque estas es-
tructuras se encontraron en los leucocitos, varió de 1 a 3 por célula con in-
clusiones lipídicas. Pueden ser vistas cerca del borde leucocitario, o en la
zona media del citoplasma; pero raramente se observaron en la vecindad
del núcleo. Su relación con otras estructuras no tiene ningún patrón.

El otro tipo de estructura está representado por vacuolas redondeadas
(cuerpos residuales), que tienen un tamaño aproximado de 400 milimicras,
y que contienen formaciones hexagonales presumiblemente fosfolípidos
(Fig. 8). Las zonas claras hexagonales que corresponden a cilindros con
agua del complejo hidrolipídico, tienen un diámetro de 14 milimicras; y
las bandas delgadas electrodensas, tienen un grosor de 7.75 milimicras
aproximadamente.
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Fig 7.— Cuerpo franjeado con bandas electrodensas (flechas) menos mani-
fiestas (CF); citoplasma (C); lisosomas (L). 60.000 X.

DISCUSION

Los lípidos son almacenados en la célula en forma de triglicéridos. El
agente de mas valor para la fijación y demostración de gotas de grasa en
técnicas citológicas corrientes, es el tetraóxido de osmio (3). Se sabe que
esta sustancia reacciona con las uniones dobles de los lípidos no saturados;
como, por ejemplo, triglicéridos. En general, el osmio es tomado por los
grupos polares de los lípidos (a).

La reducción del tetraóxido de osmio metálico frecuentemente es usada
para exámenes histoquímicos (en cortes de tejido) de ácidos grasos no sa-
turados lo), los cuales son rápidamente oxidados en presencia de solucio-
nes alcalinas y tetraóxido de osmio. De acuerdo a esto, es posible interpre-
tar las bandas electrodensas de los cuerpos franjeados como tetraóxido de
osmio adherido a los triglicéridos (6) y las bandas claras presumiblemente
correspondan al agua (Figs. 5 y 6). Por otra parte, debemos pensar también
en la posibilidad de que las bandas alternas que observamos en los cuerpos
franjeados correspondan a un artefacto denominado "persianas" ocasiona-
do por la vibración producida en el filo de la cuchilla, en el momento del
corte, por la consistencia del material lipídico. En contra de esto se en-
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Fig 8.— Leucocito mostrando cuerpos residuales (CR); mitocondria (M);
mitocondria edematosa (ME); membrana nuclear (MN); núcleo (N) 26.000
X. En el ángulo superior derecho: formaciones hexagonales de fosfolípidos
(f). 70.000 X. En el ángulo inferior derecho: 105.000 X.

cuentra la disposición en Y de las bandas en algunos cuerpos franjeados
(Fig. 6)y la presencia de diferentes estados evolutivos en los cuerpos fran-
jeados (Fig. 7).
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Usando modelos artificiales, la asociación molecular de los lípidos y el
agua depende de la temperatura y concentración de los componentes (18).
A temperatura baja y agua escasa los lípidos cristalizan. Se conoce un esta-
do líquido-cristalino de los fosfolípidos, constituido por estructuras hexa-
gonales bidimensionales (cilindros). Los cilindros contienen agua y están
sumergidos en una matriz lipi'dica (17), y pudiesen corresponder a las es-
tructuras encontradas en los cuerpos residuales (Fig. 8). El otro estado lí-
quido-cristalino de los fosfolípidos está representado por bandas claras
electrodensas alternas y concéntricas llamadas figuras de mielina (31). Los
cuerpos franjeados tienen bandas claras y electrodensas alternas, paralelas,
pero no curvilíneas como las figuras de mielina (Figs, 5, 6, 7).

En enfermedades como la artritis reumatoidea crónica (12), se descri-
ben linfocitos con inclusiones citoplasmáticas en forma de gránulos rojizos
de aproximadamente media micra de diámetro y con una frecuencia de 1

a 3 por célula. En nuestro caso, las vacuolas son incoloras con el Giemsa y
el mayor diámetro observado fue de 2.5 micras.

El porcentaje de vacuolización que encontramos fué elevado (52%).
Turner (34) en tres casos de idiocia amaurótica juvenil, describe linfocitos
vacuolados. La vacuolización leucocitaria fué de 8,24 y 49% respectiva-
mente en los tres casos. Sólo uno de ellos es comparable al porcentaje en-
contrado por nosotros. El porcentaje de vacuolización celular hallado por
nosotros en algunas enfermedades virales (23), es del 10% de la fórmula
leucocitaria. Se puede observar una diferencia estadísticamente muy signi-
ficativa (p < 0,000001), entre el porcentaje de vacuolización hallado en al-
gunas enfermedades infecciosas (4) y el encontrado en este trabajo. Al mi-
croscopio electrónico las vacuolas no lipídicas presentan un aspecto claro
(1, 9), en contraste con la electrodensidad que describimos. En base a estos
aspectos y debido a la hipertrigliceridemia, suponemos que la vacuoliza-
ción tiene un origen metabólico.

El origen de las vacuolas lipídicas celulares tiene varias interpretacio-
nes. Kato (14) describe linfocitos y monocitos vacuolados, como resultado
de la fagocitosis de lípidos, en la enfermedad de Nieman-Pick. Moscovic
(20) describe en una enfermedad de almacenamiento con acúmulo anor-
mal de lípidos, vacuolas citoplasmáticas de 0.5 a 2 micras de diámetro, en
linfocitos de médula ósea, descartando la posibilidad de que fuera debido a
un acúmulo de material lipídico específico.Pennelli (25) describe en célu-
las de la enfermedad de Gaucher, vistas al microscopio electrónico, vacuo-
las de variable tamaño rodeadas de una membrana y con estructuras tubu-
lares internas. Las define como cerebrósidos y piensa que son producto del
incremento de la fagocitosis y la pinocitosis. Nosotros no encontramos una
membrana definida que permita clasificar a los cuerpos franjeados como
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fagosomas, Por otro lado cabe la posibilidad de que los cuerpos residuales
con fosfolípidos, pudiesen ser el resultado de la interacción de lisosomas y
material lipídico fagocitado. Tanikawa (33) describe en hepatocitos de ca-
sos humanos intoxicados con fenobarbital, gotas de grasa de variado tama-
ño, forma y densidad, de naturaleza triglicérida, similares a los cuerpos
franjeados que estamos describiendo. Moscowits (21) trabajando en cultivo
de células L en monocapa, demostró que el aporte exógeno de ácidos gra-
sos es suficiente para explicar grados extremos de acumulación lipídica en
la célula. Los ácidos grasos exógenos son esterificados por la célula y acu-
mulados como depósitos intracitoplasmáticos de triglicéridos; estando di-
rectamente relacionado el grado de acumulación, con la concentración de
ácidos grasos del medio. En cultivos celulares de cuatro días, se encontró
sólo pequeñas concentraciones de triglicéridos, que sugieren la transforma-
ción de triglicéridos a fosfolípidos (19). Esto pudiera ser la explicación de
la elevada frecuencia de estructuras, interpretadas como triglicéridos y fos-
folípidos, que encontramos en este caso; con un medio externo leucocita-
rio rico en triglicéridos (plasma).

Las células L (21), en presencia de ácidos grasos saturados, sufren cam-
bios degenerativos e irreversibles; pero con los insaturados no hay degene-
ración y la esteatosis es reversible, presentando inclusiones globulares de
triglicéridos citoplasmáticos. Esto coincide con la evidencia de que los tri-
glicéridos sean ácidos insaturados; ya que, a pesar de la elevada vacuoliza-
ción lipídica, no se apreció aumento de la letalidad leucocitaria.

Como se sabe, los lípidos son almacenados en forma de triglicéridos en
la célula (3). Para explicar la acumulación, en nuestro caso, no descartamos
la posiblidad de que algún deficit enzimático (o incapacidad para metaboli-
zar un exagerado aporte de triglicéridos) puede ser el responsable de la
formación de cuerpos franjeados.

Lutas y Zucker-Franklin (16), al estudiar el comportamiento de leucoci-
tos humanos en incubación, pudieron constatar la presencia de inclusiones
lipídicas que aumentaban en tamaño y número con el tiempo de incuba-
ción. Estos autores determinaron que eran triglicéridos, los cuales al mi-
croscopio electrónico se observaron homogéneos, redondeados, carentes de
membrana limitante y de 0.5 a 1.5 micras. No se apreciaron inclusiones en
los linfocitos. Aparecieron signos de degeneración en el 5% de las células,
cuando el tiempo de incubación fué prolongado (más inclusiones y de ma-
yor tamaño). Sugieren que estos triglicéridos son sintetizados cuando la
célula se encuentra en reposo, y que pudiesen representar una forma de al-
macenamiento de ácidos grasos libres, para la formación de la membrana
durante la fagocitosis. En nuestro caso, que consideramos a los cuerpos
franjeados como triglicéridos, éstos se asemejan a los presentados por estos
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autores, en el tamaño (0.92-1.4 micras) y en la carencia de membrana limi-
tante. La diferencia estriba en la falta de bandas alternas; lo que podría ha-
blar, en nuestro caso, de un tipo de triglicéridos diferente al formado nor-
malmente por el leucocito o de un artefacto de corte. Por último, en nues-
tro caso, a pesar de que el porcentaje fué menor, se encontró vacuolización
linfocitaria (Tabla I).

En conclusión, estamos reportando inclusiones lipídicas ("cuerpos fran-
jeados") y vacuolas con lípidos en su interior (cuerpos residuales), en leu-
cocitos de una paciente con hipertrigliceridemia. Las inclusiones pudieran

deberse 3 un acúmulo de triglicéridos que la célula no fue capaz de meta-
bolizar adecuadamente por defecto enzimático, o porque la hiperproduc-
ción sobrepasó las posibilidades funcionales de la célula. Y los cuerpos resi•
duales pudieran representar el final de la fagocitosis de material lípidico
patológicamente abundante en el plasma, o la transformación de triglicéri-

dos en fosfolípidos.

Consideramos que tanto en su frecuencia, como en el aspecto ultraes-
tructural, las formaciones lípidicas que hemos descrito, presentan diferen-
cias con las descritas por diferentes autores en otros procesos que cursan
con vacuolización leucocitaria.

ABSTRACT

Electron and light microscopy of Ieucocitary lipidic inclusions in an hiper-
triglyceridemia case with trophic disorders. Negrette A., Mosquea, J. (Ins-
tituto de Investigaciones Clínicas, Facultad de Medicina, Universidad del
Zulia. Apartado 1151. Maracaibo, Venezuela). Invest Clín 20(4): 192-207,
1979.— By light and electron microscopy leucocyte changes have been
analized in a patient with high plasma levels of triglycerides and lipopro-
teins. The characteristic morphological alterations consisted in cytoplas-
mic vacuoles moderately refringent, seen in the light microscope, and
whose ultrastructural aspect is expressed in lipidic vacuoles in the form
of "striped bodies" and vacuoles containing hexagonal formation. The
"striped bodies" are fat droplets, of approximately one micron in diame-
ter, composed of alternative bands of low and high electronic density, and
presumably correspond to triglycerides. The hexagonal formations contai-
ned in some vacuoles may correspond to phospholipids. The ultrastructu-
ral aspect of the content of both types of vacuoles correspond to different
disposition adopted by hidrolipidics complex, in which the clearest part
represents the water and the most electrodense corresponds to the lipidic
substance.
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INTOXICACION POR FOSFORO INORGANICO, PERFUSION
EXTRACORPOREA CON HIGADO DE CERDO EN EL TRATAMIENTO

DE LA INSUFICIENCIA HEPATICA FULMINANTE

Rafael García Ramírez*, Bernardo Rodríguez Ruh*, L írimo Rubio
Inciarte*, Humberto Rivera Orozco**, Freddy González** y Gabriel

Sulbarán Salís***

RESUMEN

En el presente trabajo se reportan 33 pacientes con
intoxicación por fósforo inorgánico. De este grupo total,
27 casos presentaron evidencias clínicas y bioquímicas
de insuficiencia hepática.

Casi todos los pacientes ingirieron el tóxico en forma
de un producto pirotécnico, conocido en nuestro país
con el nombre de "saltapericos". La cantidad promedio
de P ingerido fué mayor que la dosis letal.

Los signos de mal pronóstico son: transaminasas
pirúvicas por encima de 400 U, presencia de encefalo-
patía hepática y dolores musculares generalizados, los
cuales se acompañan de una mortalidad de 71%, 83% y
88%, respectivamente.

El tratamiento de la insuficiencia hepática fulminante
constituye aún un dilema no resuelto. En el presente

De los Servicios de Nefrología*, Cirugía Cardiovascular** y Sección de Bioquí-
mica*** del Hospital Universitario, Universidad del Zulia. Maracaibo, Venezuela.
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