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INTRODUCCION

los “pequerios granulos” fueran descritss por primera vez
por Selby'’. Afios més tarde Mataltsy v Parokkal® los denoming-
fon grénules “recubiertas de membrana” |membrone-coating gra-
nules), término ampliomente usado hoy en dia.

Estos orgonoides estan uvsualmente sittodos o nivel de los
celulas superficiales del estrato espinoso, tanto en la epidermis'’,
comao en los mucososh % A nivel del estreto gronulose, es frae-
cuente verlos cereo o invoginaciones de lo membrono citoplosmié.
ticer,

Por ser esta organcide un haollazgo comin en tedos los epi-
telios pluriestratificadses del hombre y de los animoles, se ha
despertade el interés 2n su estudio pora estoblecer sus posibles
funciones. No existiendo odn un conccimiento completo de éstas,
y hobiende nosctros hollode en su interios acividad enziméti-
ta sobre la cuol sélo hemos lsido una publicacidn previa, repor-
famos nueshos hulluegos, yue creemos pueden contribuir o wna
mejor comprension de la fisiologio normal ce este orgonoide,

MATERIAL ¥ PMETODO

Se tomaoron diez biopsios de encio marginol y fijo ol re-
borde nlveolnr, y se sometisran al siguoients tratamiento:

1] El tejido se fragmentsd en trozo: no mayores de dos mili-
metros, y se fijo duronte dos haros en gutaraldehido al 4%
en una sclucion de fosfote de sodio, pH 74 y 747 mOs/L; tijo-
dén secundario en tetradxido de osmio ol 25% en una solucién
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tamponodo de fosfato de sodie, pH 7.4 y osmolaridad de 298.
El tejide despugs de deshidratado se incluyd en Araldito,

2} Las biopsios se cortaron en finas tiras y se fijaron en una
solucién tomponoda de glutaraldehide al 6,25% en cocodilate,
677 ms/L., o 4°C durante tres horas; se lovaron en buffer caco-

Figura 1. Microfotograffa elecieiniea de un peguefio grinnle situa-
o en la periferia de una célula epitelinl. Se observa la unidad de
membrann gque le delimitas y el material electrodenso situado en su in-

terior, Fijaciin con glutaraldehide v osmle, Coloracion con acetale de
uranilo ¥ plomo. X 160,004,

Figura 2. La actividad de fosfatasa delda se pone en evidencia paor
zonng clectrodensas que corresponden al plomo precipiiado. Se puede
ver esia actividad enzimdtiea en relacién a membranas lisas, en una

cilula epitellsl del estrato esplnose de In mtcoss gingival homans
normal, X 27.000,

dilara 0,1 M, gue contenia 7,5%, de socoroso y se congelaron con
hielo seco. Se practicaron secciones de 50 micras de espesor en
un criostate, y se lavaron con buffer frio, que contenia 7,59%
de socarosa, El tejido fue incubade durante 15 minutes a 37%C en
un medio compuesto de dos portes de uno selucién al 2% de be-
taglicerafosfato de sodio, una porte de uno solucién 0,1 M de
buffer acetato pH 5,2 y uno parte de acetato de plome al 29,

Postericimente los secciones fueron sumergidas en ung se-
lucién 0,1 M de buffer acetate pH 52 y luege sumergidos du-
rante 30 segundos en dcide acético al 2%; lavadas en buffer
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Flgure 3. Fuoerte setividad de fosfatasa dcida on ol Intedor de -
quefios grinulos situados en ol eetoplasma. Tno de estos grinulos (fie-
cha), esth en intima asoclneiin con la membrana citoplasmiiicn, Se
tprecia edmo o veces la aetividad de In englma fosfatasa deldn, estd
coneentraids en la periferin del grinulo, sobre Ia membrans, En olros

censlones In actividad d: la ensimn estds ocupando todo sl grénule.
A HILIHAL,



Figurz £ Micrefotografia electrénies goe muoestrs un paguefio  gri-
mulo ‘abierte’ al espocio Intersticial, eom sn membrans fusionada o In
membrans citoplasmiatica, X 160,000,



ocetato. Fijocian an tefradxide de ssmis en solucién tampenada
de cocodilate; deshidratodos en ocetona e incluidas en araldita,

Flgura 3. Micrefotografia elecirdnica o wmyor aumento,
que permite ver pequefios granulos laminades, con aetivie
dad de fosfatnsa dcids en sn interior, X 120.000.

Figurn 6, Miceofotografin eleo-
trinfea a mayor resoluclin d: on
peyuedo grinule ¢on aetvidal de
b enzimn fosfatasa dcliln en sy
interior, X 160.000




Flgure 7. Microfotografin electronien de células opitelinles del es-
trato ciraen, Se observan pequefios grinulos remanentes en la perife-
riz eelolar (flechay, ¥y fuerte actividad de fosfatasa deldn en el espa-
clo Intersticlial, X 25.000.



las secciones ultrafinas se fiferon con acetote de uronilo y
ocetate de plomo y fueron estudiedos al microscopio electrdni-
Co.

RESULTADOS

Hemos observado los pequefios granulos a nivel de las cé-
lulos intermedias y superficioles del estrato espinose de la mu-
tosa de lg encia humana normal; situodos preferentements ha-
cia el polo distal de las células, en lo vecindad de lo membrana
citoplosmatica.

Los granulos son formaciones redondeados v ovalodas, limi-
tadas por ung wnidod de membrana, que pusden aleanzar hasta
ung micra de didmetro, Un maoterial electrodenss se encuentra
en s5u interior, concentrado en el centro o sobre su membrana. A
vaces la dispesicién de este maoterial recuerda los radios de uno
ruede de carreta, Ademés, olgunos grénulos poseen léminas en
su inferior, de espesor igual al de ung unidod de membrang;
gue se orientan transversalmente al eje mayor del granule (Figs.
Vil

Los pequefios grénules hocen contacte con la membrana cite-
plasmética, y al fusionarse sus membranas, se abren al espacio
intersticial, donde wierten su contenido (Figs. 3, 4]. A nivel del
estrato granulose o del cérneo se pueden encontrar remanentes
de estos erganoides (Fig. 7).

En el materiol sometido a técnica histoquimica para la de-
terminacidn de actividod de la enzima fosfatase écida, hemos
encontrade actividad de esta enzima en el inferior de los peque-
fios granules. Esta actividad enzimética es variable. Mientras al-
gunos granulos no la presentaban, otros la mostraban en la va-
cindad de su membrana o extendida en todo su interior. En algu-
nos la actividad ere tan marcada que el pequedo grinule lucio
como una esfero electrodensa (Figs. 3, 4).

En los granulos con laminas en su interier, pudimos obser-
var cdmo la acividod de lo enzima parece extenderse desde la
zona periférica de las léminas hacia el centro del organcide
{Fig. 5). Lo actividad de la enzima era evidente en relacién a ol-
gunos membranas lisas (Fig. 2).
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En lo moyorio de los cortes se ohservd actividod de la fos-
fatasa Gcida en el espacie intersticial a nivel del estrato cérneo
[Fig. 7).

DISCUSION

Los pequefios granulos son formodos aparentemente en el
interior del citoplasma celulor® ', desde donde migran hacia lo
periferia, Lo existencio en el espacio intersticial de un material
electrodenso, con carocter(sticas similores al contenide en los pe.
guehos granulos, hizo pensor desde un comienzo, que estos or-
ganoides contenion substoncios destinodos o ser secretodos® % 19,

Mosatras hemos sbservade en los extremos del complejo de
Golgi, pequefios vesiculas con caracteristicos que parecen suge-
rit que son precursoras de los peguefios grinulos®, Esta ohserva-
cién apoya el concepto de Bonneville et al.!, guienes consideran
que las vesiculas situodas en los extremos del complejo de Gelgi
bien podrion agruparse asi: a) pequefas vesiculas de pared lisa,
hosta de 700 A de didmetre, numerosas en los extremos de las
cisternas y en el citoplosmo vecino: b} vesiculos de pared lise,
hasto de 1600 A que nacen en sacos dilatades del complejo
de Gelgi y se dispersan luego en el citoplasma: pueden tomar
porte luego en lo formocién de vesiculas gigontes, & pueden mi-
grar y fusionarse o la membrana citoplasmatico: ¢ vesiculas 're-
cubiertas’ que pueden pasar o formor parte de cuerpos multivesi-
culares o constituirse en vesiculas lisas, grandes, que se abririan
al espacio intersticial; d} vesiculos 'recubiertas’, que son las pre-
cursoras de los pequefios granulos.

Algunas de estas vesiculas han side descritas por nosetras
tanto en el exocérvix normal®, como en la displasia del cuello ute-
rino {luzorde, en vias de publicacién).

Hemos expresado lo opinién de que todos estas vesiculos
estabaon destinadas al transporte de substancias, y probablemente
a la secrecién de estas substancios al espacio infersticial®; asi co-
mo tombién a funciones digestivas’,

El contenida enzimdtico encontrade en los pequefios grénu-
los por Wolf y Holubar', y comprobads por nesatres’, tal come
lo presentomos en nuestros resultados, nos hoce penser que subs-
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tancias fobricodas en el complejo de Golgi, son vertidas al es-
pacio intersticicl ol misme tiempo que lo célule se superficializa,
y envejece, al pasar a lo copa cérneq; y que estos substancios,
olgunas demostrables por métodos histoquimicos como es el caso
de lo fosfotose dAcido, deben tener relacidn com combiss anats-
micos y fisioldgicos a nivel del espacio intersticial; pudiendo ser
une de estos la descomacién celular,

Yu #n la imprenia este trabaje, hemos leido la co-
mumnicaciin de Weinstork v Wilgram (], Ultrastr, Res.
30: 262-274. 1970), en el quo se reportan hallszges,
similares 3 los nuestros, en lengua de ratém,

ZESUMEMN

Biepsios de encia normal se somcticron o fijacién en glu-
-araldehido y osmio, coloracién con ocetato de wranilo ¥ plomo
e Inclusién en araldita; o fijacién en glutamidehido en caocedi-
lato; seccién previa cengelacién e incubacién en un medio que
tontiene betaglicerofosiate de sedio, buffer acetatn y acetats de
plomo; fijacién posteriar en osmio, e inclusibn en Araldita. Co-
leracién similar a la anterior.

Los pequefios grénulos contenian material electrodense en
su interior; algunos estabon cruzados por lminas, Se observé
lo fusién de estos grénules con la membrona citoplasmdtica, ¥
¢l paso de su contenido al espacie interstical, En los extremos
del complejo de Golgi se observaron vesiculas que, presumible-
mente, ton las precursoras de los pequefios gréanulos.

En el marerial incubade para histoquimica, se encontrd oe-
fividod de lo enzima fosfatasa écida en el irterior de los peque-
fios granulos. Lo actividad de lo enzima parecia extenderse so-
bre las ldminas que tobicoban los granulos v era muy monifies-
ta en el espacio intersiiciol de las capas granulesa y cérnea.

Se discute lo posibilidad de que los pequedos grénulos en-
e sus inulliples funcienes, puedan actuar como lisosomas muy
especializados, contribuyends o combior |o fisiclogia del espo-
tio intersticial a nivel de la capa superficial del epitelio. Tal vez,
los pequeiics granulos estén comprometides en el praceso de
descamacion celular.
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SUMMARY

Biopsies of normal human gum were fixed in glutaraldehyde
and osmium, stained with uranyl acetate, and lead citrate, and
embedded in araldita. Others were fixed in glutaraldehyde buf-
fered cacodylate; quenched and incubated in o sodium-beta-
glycere-phosphate, buffered acetate, ond lead ocetate medium.
Post-fixed in osmium, ond embedding in oraldita; stoining si-
milar to lost,

The small granuvles contained electrodense material in their
interior; some were crossed by laminge. Fusing of these gronu-
les with the plasma membranes wos observed, and the powring
of their content to the intercellular spoce. In the Golgi Complex's
extremes vesicles were seen, presumably, these are the small gro-
nule's precursor,

In the incuboted maoterial for histochemistry, ocid phospha-
tase octivity was found in the interior of the small granules. The
activity of the enzyme seemed to spread on their lominoe, and
woe also evident in the intercellulor spoce of the granular and
cornified layer.

The possibility thot small gronules, among their multiple
functions, can act as very speciolized lysosomes, helping te chan-
ge the intercellular space physiclogy, at the superficial layer of
the stratified squomous epithelium iz discussed, Maybe, these
small granules are engoged in the shedding process,

AGRADECIMIENTO

A los 8ra. Jesfis Vivas y Eduarde Afes,
por su asistencia técnica.

= F



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 — BONNEVILLE, M. A., WEINBTOCX, M., WILGRAM, G. F
“An electron microscope study of cell adheslon in psoriatic epi-
dermis"”, J. Ultrastr. Rea. 23: 15-43. 1868,

2 — FARBMAN, A. 1. "Electron microscope study of a smell syto-
plasmic¢ structvre in rat oral epithelium”. J. Cell Blel. 21:
491-495. 1964

3 — FRITMIOR, L.; WERSALL, J. “A highly ordeved structue in
keratinizing human oral epithelium”, J. Ultrastr, Res, 12:
371-378, 1965,

4 — LUZARDO-BAPTISTA, M. I.; CASTEION, 0. “Ultrasstructura
de las célulns espinosas de la mucosa bucal humana normal,
Invest. Clin. 27: 17-38. 1968,

§ — LUZARDO-BAFTISTA, M. J; GARCIA-TAMAYO, J.; NUREZ,
J. T. “Anatomis submicroscdpica del exocérvix humano normal'.
Imvest. Clin. 30: 23-56, 1968_

B — LUZARDO-BAPTISTA, M. J; Garcla-TAMAYO, J.; NUREZ, I,
T, “Algunas caracteristicas ultraestricturales del carcinoma del
cuello utering”. Acta Cient. Venez 21: 63. 1970,

T — LUZARDO-BAPTISTA, M J1; GARCIA-TAMAYO, J. “Activi.
dad de fosfatosan deids en los 'pequefios grinulos' de epitelios
pluriestratificados”. Acta Clent. Venes. 21: 18. 1670,

& — MATOLTEY, A C; PARAKKAL, [ F. “Membrane-Coaling

granule: of keratinizing epithella”. J. Cell Biol, 24: 207-307.
1865.

B — MATOLTSY, A G. “Membrane-coating granules of the epider-
mis", J. Ultrastr, Res. 15, 510-515. 1968,

10 — MATOLTSY, A G.; PARAKKAL, P. 7. “Keratinization". Ultras-
tructure of normal and abnormal skin, Pag. 76-104. A, 8, Zalie-
s0n. (ed.) Lea-Febiger. Filadelfia, 1837,

11 — ODLAND, G. F, “A submicroscopie granular compofent in hu-
man epldermis” J. Invest, Dermatol, $4: 11-15. 1980,

12 — SELBY, C. C. “An electron microscope study of thin sections

of human skin. I Superficial cell layers of foodpad epidermis™,
J. Invest. Dermatol. 28: 131, 1957,




	revista1970vol--(35)num3trabajo2_Página_1_Imagen_0001.jpg
	revista1970vol--(35)num3trabajo2_Página_1_Imagen_0002.jpg
	revista1970vol--(35)num3trabajo2_Página_2_Imagen_0001.jpg
	revista1970vol--(35)num3trabajo2_Página_2_Imagen_0002.jpg
	revista1970vol--(35)num3trabajo2_Página_3_Imagen_0001.jpg
	revista1970vol--(35)num3trabajo2_Página_3_Imagen_0002.jpg
	revista1970vol--(35)num3trabajo2_Página_4_Imagen_0001.jpg
	revista1970vol--(35)num3trabajo2_Página_4_Imagen_0002.jpg
	revista1970vol--(35)num3trabajo2_Página_5_Imagen_0001.jpg
	revista1970vol--(35)num3trabajo2_Página_5_Imagen_0002.jpg
	revista1970vol--(35)num3trabajo2_Página_6_Imagen_0001.jpg
	revista1970vol--(35)num3trabajo2_Página_6_Imagen_0002.jpg

