Tnvegtigaeidn Clinion. Ve 29 29.46, 1969,

ULTRAESTRUCTURA DE LA CAPA GRAMNULODSA
DE LA CORTEZA CEREBELOSA HUMANA,
1. ORGANIZACION DE LAS CELULAS GRAMULDSAS

— Dr. Orlando J. Casején,

[nstituto de Investigacién Clinles.
Apartado Postal 1181.
Univergidad de]l Zulk
Maracaibo, Venesueln,



INTRODUCCION

Gray (1961} y Herndon |1964) publicaren los arimeros des-
eripclones submicresedpicas de las eélulos granulesos o propésito de
un estudio panordmico de los elementos celulores y dz lo organiza-
cién sinfiptica de lo corteza cersbeloso de lo rota™ 'S, Reciente-
mente, Fox y colaboradores (1967) describleron las coracteristicas
bésicas de los célulos granulesos de los primotes”, la primera
descripeién, al microscopio electranico, de lo copo gronulosa de
la corteza cerebeloso humana, fus realizoda por Dahl y colabe-
rodoras (1942}, guienss reportoron algunas ehservnriones sohre
la estructura de los células granuvlesas v los glomérulos cerebe-
losos’, Los estudios publicados fueron realizades empleando te-
traéxide de osmioc como fijoder primorio. El advenimiento de los
aldehidos, especialmente del glutaraldehide®, y lo escasa infor-
macién existents, amaritan nuevos estudios sobre la arganizacién
estructural de estas microneuronas, las cuoles ochéon como infer-
neuronas enre los fibras oférentes [filsios musgosas) y las ma-
croneuronos de lo corteza cerebelosa [célulos de Purkinje), so-
bre los cuales ejercen unao influencia excitatoria®.

El presente frobojo describe lo orgonizocién de los célu-
las granulosas y los caracteristicos uliraestructurales del citoplas-
ma y del nicles, segin la fijacién primario con glutaraldehida y
secundoric con tetradxide de asmie,

MATERIAL ¥ METODO

Se tomaron muestros, de apreximodomente 5 0 8 mm, de zo-
nos aparentemente normales de la corteza cerebelosa de cuotro
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pacientes wpeiadus por diferentes estodos potoldgicos del cere:
belo y del tronee cerebral [meduloblostoma dsl vermis, arac-
noiditis del dngulo pontocerebeloso, aneurisma de la cerebeloso
anterior y tumor mesencefalicol, los cuales se fiaran inmediata-
mente, por una o dos horos, en glutaraldehide 2l 4%, en solu.
tidn reguladera 0.1M de fosfato de sodic, a pH de 7.5 - 7.4
y osmolaridod de 730 mOs/litra. Los muestras fueron luege divi-
didos en blogues pequefos, dz 1 - 2 mm, los cuales presenta-
ren zonos hemerrdgicas cuonds se examinaron con microscopio
estersoscopice. los blogues de tejidos se continuoron fijonda en
glutaraldehida fresco, por perisdos de 2 a 24 horos; se lova-
fan en solucin regulodora de fosfato de sodio y se fijaron pos-
teriormente en solucién al 2.5% de tetrodxido dz osmio en fos-
foto de sodis 0.1M, pH de 7.4 v csmolaridad de 240 - 240
mOsflitro. Se hizo deshidrotacidn en concentraciones crecientes de
etonol y éxido de propileno e inclusién en Epén, Para estudiar lo
histologio de lo capo granulosa se hicieron secciones gruesas,
de 0.2 - 0.5 micros de espesor, antes de realizor los secciones
ultrofings. Estos Oltimas se obtuvieron con ultramicreterme LKB,
proviste de cuchillo de vidrio; se recogieron sobre rejillas de cobre
sin peliculn de saparte, se estshilizarsn con corbén, se tifieron
ton solucién acuosa saturada de ocetato de wronile y se ohser-
voron con mictoscopio electrénice Siemens Elmiskop 1. los es-
tructuros submicroscopicas se midiersn een uno magquina Univer-
sal Cambridgs.

RESULTADOQS

las célulos granulosas se disponen en grupos, separados
entre si por los glomérulos cerebelosos. A nivel de estos grupos
celulares, los células granulosas se yuxtaponen, estandg separa-
dos frecuentemente por un espocic que varia ente 40 . 105 A,
con un valor promedio de BO A Los célulos grasulesos son re-
dondeados u ovales y miden de 3.7 - 4.8 micros de digmetro
(Fig. 1}. Se o3servon tambien en menor proporcion, células gro-
nulosos pequefios de 2.5 o 3 micras de digmetio [Fig. 2], En-
tre los célulos granulosos se encuentran oligodendrocitas y célu-
las con nicles ovalodo o poligonal, citoplasma abundante con
cuerpos de jrclusion de densidod variable, los cuales presumi-
blemente corresponden o microgiie o o neuronas oscuras,
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Flg. L Microfotogratia clectronicn de cines célilns granulosas, cliyns
membranas oelulares se hallan intmamente adosadus, separadas por
un espacio de aproxtvadamente 105 A de ancho, Bl citoplusma forma
wns banda estrecha alrededor del nidcleo | N) ¥ contlene oy eseasos
canaliculos del reticulo endoplasmdtics rugoso, rbosonms lbres, mi-
tovondrias (M} con aparente extracelin de los componentes de so nm-
triv. El nocleo (N) mmestra abundante heterocromating adosada a In
mernbrang - wnelear  interna. Bl noeleoplasmu es  electrénfesmente
teansparcnte, La flecha sefinls b cmergencin de ona projlongaciin. den-
driticn con abundantes microtibolos. En lu parts superior de s figura
s observa un segmento de citoplasma glinl (G), Mognificaciin: 30.000 X.



Citeplasma.— Forma una bonda estrecna olrededor del no-
cleo v se ensancho generalmente hotio les polos de la célulo.
Muestra escosos canaliculos del reticule erdoplosmétics gronu-
lar @ rugeso, una tontidad moderado de ribosomas libres dis-

Fig. 2, Microfolografin electronics de dos células grunulosas mosteon-
do mitocondrias (M), polirriboscmes, ¥ grionules de lipofocsine (GL).
So observa, ademds, citoplasma ghal (). Magnifieacion: $85.000 X,



Fig. 8 Microfotografin electriniea mostrando dos edlulns rranulosas.
El nicles (N) de una de ellas moestro un noeléolo pegquefia (nl) ocon
abundants eromating nsocinds (Ca). Ambas constituyentes se hallan
separados por un bhale elaro. El nucleoplasma contlons elementos gra-
nulares y fibrilares, Las flechas sefinlan dos vesfenlas de centeo den-
w0 en el citoplasia, Se observa un segmento de oftoplosms glind peri-
neuronal (G). Magnificocion: 300000 X,



puestos en rosefos, mitocondrios, complejo de Golgi, cverpos de
inclusidn denses vy granulos de lipofucsina (Figs. 1 - 4).

El complejo de Golgi v los mifocondrios muestran el patrdn
submicroscopico yo descrito en efres tipes celulares. Las mitocon-
drias muestran lo matriz clara e hinchade. Los vocuolos de Golgi

-

=

Flg, 4. Célule grannlosa mostrandoe el ndeleo (N, el complejo de Gol-
gi (CG) ¥y un cuoerpo de inclusion dense o lisosonma (L), Este iiltinioe
mmestras unn porcion de aspecto  ecristaloide (fecha). En el lodo ix-
guierdo de la figura se aprecia un axon mielinico (A). Magnificacidn:
48000 X,



estdn moderadomente dilotodas. Estes dos Oltimos hollozgos re-
presentan presumiblemente caombios potoldgicos del tejide [Vea-
se discusicn),

Los cuerpos de inclusidn densos muestron una membrang
limitante; su matriz es granular v de alta densidad electrénica;
Son redondeados u ovales y de 0.4 - 0.5 micras de digmetro.
Muestran zonas de menar densidad electrdnica, de 0.05 o 0.1
micras de digmetro, Contienen en su interiar una estructura mul-
tilaminar, de aspecto cristaloide (Figs, 4 y 5al. Estos cuerpos re-
presentan, presumiblemente, lisosomas. Les grénulos de lipofuc-
sina son alargados, redondeodos u ovales, de 0.29 a 1 micra
de lorgo y de 0.22 o 0.29 micra de anche. Contienen una estruc-
tura globular, grisécen, homogénen, de confornos precisos, de
0.1 micra de diémetro. Estos granulos se distribuyen al azor en el
citoplasma [Figs, 2, 5b v 5¢),

Se observon, odemds, microvesiculos de oproximodamente
420 - 470 A de difimetre con un centro denso, altamente osmio-

Fig. dn. El nicles (N) de una cflola granolesa mostrando In doble
memihrana nuclear ¥ los poros nucleares (flecha en eruz), La figura
nmiestra un Wsosoma (L) con una estructura cristaloide  (flecha) ¥
gromulaciones densas, Magnificacion: 30,000 X,

Figs. 5b y 5S¢ Inclusiones de  Hpofuesing  mostrande  granulaciones
groesas, densas y uma estroctura globular. Magnificacidn: 30000 X y
$8.000 X,
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filice |Fig, 3), de aspecto similor a las wvesiculas sindpticos gra-
nulares encontrodos en el sistermo nerviosg auténema'?,

El citoplasmo contiene microtdbulos de 200 - 210 A de dia-
metre, sin orientocion precisa en el citoplosma y especialmente
abundantes a nivel del sitio de emergencio de las dendritas, en

Fig. 6. Microfotografin clectroinies de dos células pranualosas mostran-
do el nneléole (nl) ¥y su cromating ssoclada (Ca), v grinules perfero-
matinicos (flechas). La parte inferfor de In figora mnesira unm pro-
langaeién dendritica (D) con microtdbulos. Magnificacion: 36000 X



lus cuoles penetran formondo haces paralelos al eje de lo pro-
langacion |Figs. 1, 2 y &) Lo presencio de estos conalicules per-
mite identificar facilmente o los dendritos de los eélulos gro.
nulosas, especiolmente a nivel de los glomérulos cerebelosos. Los
celulos gronulosos emiten generoimente 4 o & dendritos, El sitio de
emergencin del axén es dificil de ohservar en los microfotogro-
fias electranicas.

Nicleo.— Es voluminose, redondeado u oval v sin Thvagino-
ciones de lo enveltura nuclear. la membrano nuclear externa
muesirg ribosomas adherides o su superficie citoplosmética. La
cisterna perinuclear mide de 150 a 200 A de ancho, Las mem-
branas nucleores externo e interna se unen o nivel de los poros
nucleares [Fig. Sal,

la heterocromoting se dispone en grumos gruesos o corio-
somas adesades a la membrana nuclear interna o dispersos en
el nicleoplasmo. 5e observon, ademis, gréinulos de cremating dis-

Fig. . Microlotografin electrdnica mostrando o] nocléols de ons o
luls granuloss, Se aprecia la cromating ascciada sl nueléolo (Ca), ol
nucleolonenmn () ¥ Ia “pars  amorpha®  (flechn). Muagnificacion:
S0.000 X,



persos en lo mofriz nucleor. Esta Oltimo contiene granulos v fis
brillas nucleoplasmicas, y granulos pericromatinicos, caracteriza-
dos par un centro osmiofilice, rodeado por un hale clare v de un
digmetra oproximado de 55 milimicros (Fig, 6).

El nucléolo se ohbservd en un escasg nimerg de célulos grao-
nulesas, Estd poco desarrollade y los componentes nucleslares
no son facilmente distinguibles en todas las microfotografias, El
nucléclonemo estd formodo por un materiol granular o fibrilar
muy esmicfilico [Figs. 3 y &) que circunscribe wn material granu-
lar o fibrilar, més fino y de menor densidad electrdnica, que
aparentemente corresponde o lo “pars amorpho® (Fig. 7). En to.
dos los cosos se observé aobundante cromating osociodo ol nu-
cléolo. Esta Gltimo oporece, en olgunos cosos, seporodo del nu-
cléolonema peor zonas de ndcleoplasma clare.

DISCUSICN

Las célulos granulosas de la cortezo cerebelosa humona mues-
tran una orgonizacién submicrosedpica similor @ los célulos gro-
nulosas del cerebelo de lo roto y de los  primatest 2%y
del hipocompe de lo rota'. Estas células no poseen sustancia
de Missl o reticulo endoplasmatico granulor, en la forma deserito
poara loz mocraneursnos®: observandsse séla uno mederada can-
tidad de ribosomas libres. Se encuentron intimemente adosadas,
oparentemente, sin la existencio de neuroglio sotélite. El espacio
que las  separa es de aproximodomente 40 - 105 A y  difiere
del valor ya reportado, de 200 A, para tejides onimales norma-
les?, Consideramos gue lo diferencia en los valores se debe a la
existercio de un edema celulor moderade, asociodo o las tu-
mores intracraneales’. El graode de compoctacién de estas célu-
las, separados solomente por el reducide espocio existente en-
tre sus membronas celulares, sugiere, desde el punto de visto
puramente estructural, lo ideo de tronsmision efdtica' entre ellos.
El aspecte que ofrecen los mitocondrios v el compleje de Galgi,
se atribuye también al edema perifocal. Observaciones similares
han side realizadas por el autar en la corteza cerebral humaono®.
Queda por esclorecer adn la influencio ejercida por el fijador em-
pleads, el glutaraldehide, sobre lo preservacidn de estos célu-
las. En ese sentido, no hemos encentrado en la literotura mun-
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dial, estudies submicroscépicos de lo corteza cerebelosa reali-
radas mediante la fijacién con oldehides, Es necesario, ademas,
tarmar en consideracién, como cousa de edema celular, el traumao
mecanico producide por las manicbras quirdrgicas antes de lo
toma de lg bicpsia.

la presencia de granulos de lipofucsing en estas células fue
demostrada par Dahl v colaboradores, quienes describieron olgu-
nas de sus propiedodes citoguimicas”. Gray no reporta lo pre.
sencio de estos inclusiones en los célulos granulosos del cere-
belo de la rata'™ los granulos de lipofucsing, descritos en el pre-
sente traobajo, semejon en configurocion o los descrites por So-
morojski y coloboradores en el sistema nervioso central de ro-
tones seniles™,

los cuerpos de inclusion densos hon side identificades co-
mo liscsomas debide a la presencio de una membrana limitan-
te y una estructura lominar o cristaloidea, Esta Oltima revela pre-
sumiblemente la presencia de fosfatasa acida™ o de fosfolipidos™,
Los lisosomas vy los granulos de lipefucsing tienen en cemun pro-
piedades fluorescentes, morfolégicos y citoquimicas, per lo cual
se ha propuesto que los lisosomas podrian tener papel en la
formacion vy ocumulacién de los granulos de lipofucsing™

Las microvesiculas con centro denso encontradas en el cite-
plasme de estos neuronos, sugieren lo existencia de noradrena-
lina. Vesiculos similares hon side encontrados por el outor en
los terminales sindpticos de las fibros musgosos (observaciones
no publicados] y por Hokfelt en el locus eoeruleus de la  ra-
ta't, regién rica en noradrenaling.

S¢ observé lo presencio de micretibulos en el citoplosma,
siendo muy obundantes o nivel de los dendritas de estas cé-
lulas, en contraste con el escoso desarrollo del reticulo endoplas-
mico; lo cual sugiere que en los microneuronas, no existe una
relacidn directo entre ambas estructuras, como |lo sugerida por
Palay™ v Groy'! poro los mocroneuronas, Lo existencia de micro-
tUbulos en estos células fue reportoda por Gray en cerebelo de
rata'? y por Fox y coloborodores en Macaco mulatta'®. Sandbeorn
y colaboradores reportoron también lo existencio de microtibu-
los en nevrona y neurnglio de cerebelo de rata™ Su demostra-
cién en el presenta trabaojo, en material fijodo con glutaraldehi-
do, representa un hallozge hosta chora no reportods en el cere-
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beloe humane, Es necesario, sin embarge, terer en consideracidn
que en célulos fijodas con oldehidos, especiclmente con glut-
raldehido, se ho enconfrode un oumento en las estructuras fila-
mentosas y tubulares™ Mo obstante, lo presencia de microttbu-
los en diferentes células de vertebrados® y en el axoplasma de
les momiferas®, tiende a demaostrar que se trata de estructuras cito-
plasméticas existentes en la célula vivo.

Se ha prestade haste ahora poca otencién a lo estructura del
nicles de los células granulasas'™ ¥ La estructura submicroscopica
del niclea de las célulos granulosas del cerebela humane na ha
sido hasta ohora reportado en detalles, Bl Gnico estudio realiza-
do’, no describe lo envoltura nuclear ni concluye sobre o exis-
tencia del nucléole. El presente trabaje presta especial atencién
a la estructura del nicleo, empleande la fijocién con glutaralde-
hide, que muestra un patrén cromatinico diferente al de la fijo-
cion con tfetradxide de osmio®, y la tincién con acetate de ura-
nilo, que tiene afinidad per las nucleoproteinas',

Herndon'® atribuye lo disposicién en grumos de lo cromoting
de estas célulos, o una fijocién defectuosa. Sin embarge, este as-
pecto se abserva cominmente en diferentes tipos celulares gue
cumplen con criterios de fijacién satisfactoria para los aldehidos™.
Los célulos gronulosas muestran el mismeo patrén de distribucién
cromatinice utilizande el fetradxido de csmio™ * y el glutaralde-
hido come fijador primario. Es necesaria estudiar el ospecto de
la cromatina con fijadores diferentes a los yo empleados.

Los componentes nucleolares de estas células, especialmente
el nucléolonemo y la “pars amorpha”, muestran escaso desarro-
llo, en compaoracién con el observade por el autor en ofras mi-
creneuronas: las neuronas estrellodos de la capa meleculars. La
cantidod de cromatina asociada al nucléslo es en cambia abun-
dante, coracteristica de células con olta biosintesis de preteina’.
No hemos observads hosta el presente la existencio de un nu-
cléolo en lo forma descrita por Dutta y ecolaboradores®,

RESUMEN

Se estudiaron al microscopio electrdnico cuatro muestras de
lo corteza cerebelosa de pacientes operades por diferentes alte-
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taciones patolégicas de la fosa posterior y del tronco cerebral. La
rorteza cerebelosa se fijo primariamente en glutaraldehids, luego
en tetradxido de osmio y se incluyé en Epan.

Los células granulosos forman grupos ssparados por los glo-
mérulos cerebeloses. Su didmetro es de 37 - 4.8 micras. Se ob-
servan, en menor proporcién, células mos pequenos de 2.5 - 3 mi-
cras, Su citoplasma forma wna banda estrecho alrededor del nu-
clea y muestra escase desarrollo del reticule endoplasmico rugo-
so y cantidod moderada de ribosomas libres. Contiene mitecon-
drias, complejo de Golgi, lisosomas y granulos de lipefucsing, Las
mitacondrios muestran la matriz clara e hinchada y los vacuelas
del complejo de Golgi estdn moderadomente dilatodas. Se ob-
servan odemdas microvesiculas de centro denso, de 420 - 470 A
de diémetro, y microtibulos de 200 A de digmetro. El nicleo es
valuminase con cariosomas grueses, granulos y fibrillos nucleo-
plasmicas y granules pericromatinicos, de 55 milimicras de dia-
metro, dispersos en el nicleoplasma. El nucléole muestra escoso
desarrolle del nuclécloneme y abundante cromating nuclealor
asocioda,

Las membranas de las células gronulosas se hallon frecuente-
mente separcdas por un espacio de 40 - 110 A de ancho.

Se discute el papel ejercido por los maniobras quirdrgicas,
el proceso de fijocién v el edema perifocal en el aspecto de los
mitecondrias, el complejo de Gelgi vy los dimensiones del espacio
extrace|ular.

SUMMARY

Four specimens of the cerebellar cortex of potients eperated
on for different pathological alterotions of the posterior fessa and
the cerebral sterm were studied under the electron microscope,
The cerebellar cortex waos primaorily fixed In glutaraldehyde, re-
fixed in osmium tetroxide and embedded in Epon.

The granule cells form groups separoted by the cerebellor
glomeruli. Their diameter is from 3.7 - 4.8 micra. A lesser propor-
tion of smaller calls, 25 - 3 micra is observed, The cytoplosm
forms o narrow band around the nucleus ond shews poor develop-
ment of the rough endoplasmic reticulum as well as @ moderate
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quantity of free ribosomes. It contoins mitochondria, Golgi com-
plex, lysosomes and lipafucsin granules. The mitochondria show
a clear and swollen matrix and the Galgi complex vacuoles are
moderately dilated, Furthermore, dense cored microvesicles
420 - 470 A and microtubules 200 A in diameter are also ob-
served, The bulky nucleus shows thick karyosomes, nucleaplas-
mic granules and fibrils, and perichromatinic granules, 55 millimi-
cra In diameter, dispersed in the cytoplosm. The nucleolus shews
poor development of the nucleolonemo and abundont nucleslar
associated chromatin,

The membranes of the closely packed granule cells appear
separated by o spoce 40 - 110 A in width,

The role exercised by surgical monipulations as well as the
fixation process and the perifocal edema are discussed in rela-
tion to the aspect of mitochondria, Golgi complex, and the dimen-
sions of the extracellular space.
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