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TAMARO Y FRECUENCIA DE LOS GRANULOS DE LEUCOCITOS
SEGMENTADOS NEUTROFILOS, EN SANGRE PERIFERICA
DE PACIENTES CON RUBEOLA

Selene Negrette, Rina Torrealba, Nila Romero y Américo Negrette®.

RESUMEN

Con el propésito de observar las probables variaciones
de los granulos de los segmentados neutrofilos de sangre
periférica de pacientes con rubeola, se estudian mediante
el microscopio electranico tres casos de esta enfermedad
Y se comparan con cuatro personas sanas tomadas como
controles.

Se encuentra que los grinules sen mas grandes y
menos frecuentes en los casos de rubeola que estudia-
mos, que en los leucocitos de personas normales, y que
la diferencia es altamente significativa desde el punto de
vista bioestad istico.

Se supone gue el compromiso de los grinulos durante
la lucha de los granulocitos neutrofilos contra el virus,
padria explicar las alteraciones encontradas.

INTRODUCCION

Casi todos los autores conciden en que los lisosomas son particular-
mente grandes (11, 29, 33), en que su tamaiio suele variar segiin la especie
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y el tipo celular (11, 29), y en que su frecuencia suele estar relacionada
con la funcion de la célula en general y, dentro de una misma célula,
con el momento funcional (11). Por tener los lisosomas actividad diges-
tiva, parece logico que su tamafio y su frecuencia estén incrementados
en las células que tienen fungion digestiva, como los macrofagos y leu-
cocitos (11).

Son relativamente frecuentes los trabajos sobre propiedades fisicas
(s, 7. 28, 30), fisiologia (s, 23, 31), patologia (2, 14, 21, 22, 28), fisiopatolo-
gia (1, 10, 17. 18, 20, 24, 3436 ), morfologia y bioquimica (s, 9, 11413, 16, 19);
pero son mads escasas las aportaciones relacionadas con el tamafio (12, 13,
25, 20), 0 con valoraciones cuantitativas sobre la frecuencia de los grénulos
de los segmentados neutrofilos (que para nosotros son lisssomas).

Nuestro trabajo tiene como proposito establecer los valores, tanto de
tamaiio como de frecuencia de los granulos, en segmentados neutrofilos
humanos normales {controles} y en granulocitos neutrofilos de pacientes
con rubecla, para determinar si existen o no variaciones patologicas.

MATERIAL Y MET0OOOS

Utilizamos sangre heparinizada de tres pacientes con rubeola en periodo
de estado de la enfermedad (uno a cinco dias de evolucion}, confirmados
seroldgicamente, y de cuatro personas supuestamente normales. E! mate-
rial fue procesado siguiendo las técnicas tradicionales en microscopia
electrdnica: fijacion en glutaraldehido ai 3%, deshidratacion con alcohol
etilico a concentraciones crecientes y Gxido de propileno, fijacién-colora-
tidn con tetradxido de osmio, inclusion en araldita, cortes con ultramicro-
tomo Porter-Blum, coloracion con acetato de uranilo y citrato de plomo
(s2). Finalmente los cortes fueron observados con un microscopio elec
trénico JEM 100-B,a 80 K.V. '

Para determinar el tamafio de los granulos tanto en los granulocitos
neutréfilos normales como en los de rubeola, establecimos la media del
didmetro promedio de los granulos medidaos,

Luego obtenido el nimero total de granulos y el total del drea celular
respectiva, tanto en granulocitos neutrOfilos de sangre humana normal
como en granulocitos neutrofilos de pacientes con rubeola, procedimaos
a obtener la frecuencia de los granules: dividimes el ndmeroe total de
granulos por el drea celular expresada en micras cuadradas, en cada micro-
fotografia. Eso nos di6 la frecuencia de los granulos, que multiplicamos
por 100, para referirla a cien micras cuadradas, Luego, obtuvimos el pro-
medio de los valores de las frecuencias en las microfotografias.
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RESULTADOS

Tamafio de los granulos.— El tamafio observado en los granulos de segmen-
tados neutrdfilos de sangre humana normal, did una media de 228 mili-
micras {myu) para el didmetro promedio; con un error estdndar de 3 y una
desviacion estdndar de 66. Se midieron 579 granulos.

En granulocitos neutrdfilos de rubeola, en cambio, el promedic fue
de 383 my, con un error esténdar de 12 y una desviacion estandar de 144,
Se midieron 150 granulos (Tabla 1).

TABLA |
DIAMETRO PROMEDIO DE GRANULOS LEUCOCITARIOS
EN MILIMICRAS LINEALES
Error
Muestras Promedio estandar n* Significacion
Sangre
Humana 228 3 579
Normal
p < 0.000001
Rubeocla 383 12 150

* n =Cantidad de granulos medidos.

Frecuencia de los granulos.— En sangre humana normal, la frecuencia
de los grdnulos en los neutrofilos fue de 122 granulos por 100 u® de drea
celular, con error estdndar de 21 y desviacion estandar de 130. En total
se contaron 579 granulos.

En rubeola, el promedio fue de 24, con error estandar de B, y desvia-
cién estdndar de 32. En total se contaron 150 granulos (Tabla 11},

Es interesante sefialar que mientras que en el tamafio de los grénulos,
el valor promedio tiene mayor precisibn en leucocitos normales que en
rubeola, con la frecuencia ocurre lo contrario,

DISCUSIGN

Se ha afirmado que la gran heterogeneidad de los lisosomas, hace
dificil determinar su tamafio con exactitud (29). A ésto se une la dificul-
tad que agrega el hecho de que las diferencias de especie, de tipo celular
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TABLA i

FRECUENCIA DE GRANULOS EN CIEN MICRAS CUADRADAS

Error
Muestra Promedio estandar n* Significacién
Sangre
Humana 122 21 39
Normal
p <0.00001
Rubeoila 24 6 26

* n = Cantidad de microfotografias revisadas.

y de momento funcional, introducen nuevos elementos de variacion.
Frente a tas 400 my aproximadamente que menciona Policard (28) como
diametro medio, De Robertis (12} citando a De Duve, dd didmetros com-
prendidos entre 200 y 800 my.

Baggiolini y col. (s), trabajando con granulocitos neutrofilos prove-
nientes de exudado peritoneal de conejo, relaciona el tamafio lisosomal
con electrodensidad y contenido enzimdtico. Dicen gue los lisosomas
grandes (azurdfilos, primarios) contienen el 100% de la actividad de la
mieloperoxidasa, 50% a 80% de hidrolasas dcidas y 33% de lisozima.
Los lisosomas pequefios, electrodensos {especificos), contienen fosfatasa
alcalina y el 67% restante de lisozima. Por Gltimo, reportan particulas
heterogéneas pseudolisosomales, que contienen el 20% 0 50% restante
de hidrolasas acidas y poco o nada de mieloperoxidasa.

Avila y Convit (3), citando a Bainton, dicen que los granulos especi-
ficos provenientes de la cara concava del Golgi, son méds pequefios gue
los primarios {provenientes de la cara convexa). Agregan que los lisosomas
de los ieucocitos polimorfonucieares de conejo, descargan su contenido
dentro de vacuolas fagociticas, en secuencia: primero los especificos y
luego los primarios. Y Avila (4), citando a Bainton, dice que pueden dis-
tinguirse dos grupos entre los granulos especificos: los alargados (de 130
x 1000 my) y los redondeados (de 200 mu); y entre los primarios (azurg-
filos) hay redondeados {500 mu) y ovalados (300 x 900 my).

Koszewsky, citado per Mc Call y col. (25), hablando de las granula-
ciones toxicas de los neutrofilos, afirma que representan un incremento
de la actividad metabolica celular, y no una desnaturalizacion de granulos
{lisosomas) pre-existentes. Es sabido que, en microscopia de luz, las granu-
laciones tdxicas son consideradas mas grandes que las normalas.
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Fereira y col. (1s), estudiando la glandula tiroidea de ratas can dieta

sobrecargada de yodo durante periodos de 2, 4, 6 y 8 semanas, encon-
traron aumento significativo del tamafio y la frecuencia de los lisosomas,
en el grupo de 2 semanas. Los autores interpretan esie incremento lisoso-
mal como una respuesta celular a la necesidad de satisfacer la brusca de-
manda metabolica determinada por (a dieta hiperyodada.

Mc Call y col. (25), trabajando con lisosomas de granulocitos neutro-
filos humanos, Hlaman grandes a los que miden de 200 a 700 myu de dia-
metro promedio, y pequefios a los de 150 mu de didmetro medio; repor-
tando un mayor grado de electrodensidad, en los lisosomas grandes.

Nosotros, gue hemos obtenido para los granulos de leucocitos segmen-
tados humanos normales, un didmetro promedio de 228 my, al restar o
agregar a esta cifra una desviacion estandar (66 myu), obtenemos respec-
tivamente 162 y 284 myu. Lo que equivale a decir que, para la muestra que
procesamos, los lisosomas de tamafic mediano varian entre 150 v 300 my;
siendo pequeitos 0 grandes ios que se encuentran, respectivamente, por
.debajo o por encima de estos valores.

En algunas enfermedades virales, las enzimas lisosomales lgucocitarias
atacan los dcidos nucleicos, ademas de las proteinas, destruyendo el poder
infectante del virus (27). Por tanto, el aumento del tamafio de los granulos
que hemos hallado, pudiera representar un mecanismo utilizado por la
célula para incrementar el aporte enzimdtico necesario para defenderse
del virus.

La disminucion de la frecuencia pudiera explicarse supecniendo gue
hemos encontrado los leucocitos en momentos en tos cuales los granulos
ya han intervenido en el proceso. Esto puede haber determinado una
degranulacion leucocitaria, con pérdida de fa imagen morfol6gica del
granulo; bien porque se hayan fusionado varios grdnulos incorporando
su contenido a fagosomas ¢ vacuolas digestivas, o hien porgue algunos
hayan perdido su identidad al echar su contenido enzimatico en vacuolas
comprometidas en procesos de multiplicacién o replicacion del virus {(27).

La diferencia de 155 my entre las dos muestras, es altamente significa-
tiva {p < 0.000001). Por lo que podemaos opinar que, en estos casos de
rubeola que hemos estudiado, fos grénulos leucocitarios {granulocitos
neutrofilos) son mds grandes que los de granutocitos neutrgtilos de sangre
humana normal tomados como controles (Tabla 1),

Mientras que en nuestros casos de rubeola encontramos un promedio
de 24 grénulos por 100 micras cuadradas de area celular, en los controles
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(normales} la frecuencia se eleva a 122. La diferencia de 98 grdnulos, entre
las dos muestras, es también estadisticamente significativa (p < 0.00001).
Esto nos permite opinar que en la muestra de rubeola que estudiamos,
la frecuencia de los grdnulos de los segmentados neutrdfilos (cantidad
de grdnulos por cien micras cuadradas de drea celular), es menor que en
fos controles normales (Tabla ).

Podemos concluir diciendo que hemos encontrado alteraciones, proba-
blemente patolégicas, consistentes en aumento del tamano y disminucion
de la frecuencia de los granulos de los segmentados neutrofilos, en nuestros
casos de rubsola.
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ABSTRACLT

Size and frequency of granules of human neutrophilic polymorphenuclear
leukocytes in peripheric blood of patients with rubella. Negrette S., To-
rrealba R., Romero N., Negrette A. (Instituto de Investigacion Clinica.
Apartado Postal 1151, Maracatbo, Venezuela). Invest Clin 18¢4): 177-185,
1977.— With the purpose of studying the granules variations in neutro-
philic polymorphonuclear leukocytes of peripheric blood of patients
with rubella, three cases of this disease are being studied through the
electronic microscope and are compared with four healthy individuals
taken as contrals. It is found that the granules are bigger and less frequent
in the rubela cases that we studied and that the difference is highly
significative from the biostadistical point of view. It is supposed that
the granular compromise during the leukocyte fight against the virus,
could explain the alterations found.
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