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Ultraestructura de un Tumor de Células Granulares

Estudio con el Microscopio Electrénico

DRr. JuAaN Jost SEGURA FONSECA¥*

INTRODUCCION:

Desde la descripcién cldsica del mioblastoma de células granulares hecha
por Abrikossoff en 1926, quien propuso el término de “mioma miobléstico” y
de hecho el origen miogénico de esta lesién (1-2); su naturaleza y su histogénesis
han sido el objeto de estudio de numerosos investigadores y la mayoria consideran
esta lesibn como una neoplasia. Varias hipbtesis han sido propuestas desde el
punto de vista histopatogénico, desde una malformacién congénita hasta una
forma de enfermedad por depésito (3), pasando por una etiologia inflamatoria
no especifica y parasitaria (12), implicando diferentes tipos celulares tales como
el musculo estriado (19), el histiocito (13), y los fibroblastos (21), como Ja
célula de origen de este proceso patolégico. Fust y Custer (9-10), creian que el
tumor representaba una forma de ncurofibroma. Pearce (21) estudié los grinu-
los desde el punto de vista histoquimico y concluyé que la lesién representa una
degeneracién granular del citoplasma de los fibroblastos peri o endoneurales. En
base de estudios histoquimicos, Bangle (4, 5) hace énfasis en que los grinulos
tienen una composicién similar a la de la mielina alterada, tal como se observa
en lesiones experimentales de nervios periféricos mielinizados, y enfatiza el origen
neural de la lesion, lo mismo que Ratzenhofer quien propone un origen neuro-
vegetativo a partir de las fibras o red terminal de Remak (22). Investigaciones
més recientes con la ayuda del microscopio electrénico, han producido varias hipo-
tesis sobre el origen y los estudios reportados son més consistentes con un origen
neural, habiéndose - postulado que las células granulares derivan de células de
Schwann, que han sido alteradas por un proceso todavia no conocido, aunque
no existe completa unanimidad (8, 17, 18, 24).

El propésito del presente estudio es reportar la ultraestructura de uno
de estos tumores y enfatizar los hallazgos; proponiéndose que complejos meca-
nismos de autodigestién celular en el que toman parte organelas citoplismicas
muy especializadas, desencadenados por factores no conocidos, juegan papel muy
importante en la génesis de esta neoplasia.
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MATERIAL Y METODOS:

La lesién se encontraba en la zona dorsal del brazo derecho de un hombre
de raza negra, de 45 afios de edad. El espécimen quirirgico consiste de una por-
cién de piel que mide 5 cms. de longitud por 3 cm. de ancho, en cuyo centro se
encuentra una lesién de aspecto verrucoso, elevada de color café oscuro y de bor-
des mis o menos bien delimitados. Las secciones transversales del tumor ponen
de manifiesto un tejido blanquecino, de aspecto fibroso que penetra profundo en
la dermis, y el aspecto hiperquerat6sico y verrucoso de la epidermis (Fig. 1-2).

Para la microscopia de luz se efectuaron tinciones con hematoxilina y eosi-
na, hematoxilina 4cido fosfotingstico (P. T. A. H.), técnica de Schiff (P. A. S.),
Cristal Violeta y Rojo Congo para amiloide. Se efectuaron’ también secciones de
tejido congelado que se tifieron con aceite Rojo - 0 (Oil-Red-0) para demostrar
lipidos y la impregnacién argéntica de Sevier-Munger para neurofibras.

Para el proceso de microscopia electrénica se tomaron porciones pequefias
de tejido, de aproximadamente 3x3x3 mm. de tamafio, de diversas dreas de la
epidermis y dermis profunda, éstas se suspendieron y se lavaron durante 12 horas
en una solucién tampén de fosfato de sodio a un pH de 7,4 (Solucién tampén
de Milloning), luego se fijaron en una solucién de glutaraldehido al 2,5% en
solucién de fosfato de sodio con un pH de 7,2 durante 2 horas y se post fijaron
en una solucién fria al 19 de tetraéxido de osmio (Os 0,) en solucién de fos-
fato de sodio durante una hora. La deshidratacién se efectué en soluciones de
concentracién ascendente de alcohol etilico y las inclusiones se hicieron usando
resinas plasticas de tipo Epéxido (D.E.R. 732) siguiendo la técnica de Loock-
wood (16).

Las secciones ultrafinas se cortaron en un ultramicrétomo Porter-Blum,
tipo MT-2, usando cuchillas de vidrio y diamante y se contrastaron con acetato
de uranilo y citrato de plomo, siguiendo el método propuesto por Reynolds (23).
El examen ultramicroscopico se hizo en dos microscopios electronicos, un Philips,
EM-100 y el otro R.C.A. modelo EM-3 a 50 Kyv.

RESULTADOS:

Examen con el microscopio de luz: el patrén histoldgico del tumor mues-
tra dreas de hiperqueratosis muy acentuada, con papilomatosis e hiperplasia pseudo-
epiteliomatosa con formacion de perlas epiteliales de aspecto benigno; estas areas
son las que han sido confundidas con carcinomas epidermoides bien diferenciados
cuando la lesién se ha encontrado en la laringe o en el drbol bronquial y las
Liopsias han sido superficiales (Fig. 3). La dermis presenta una infiltracién por
cordones de células redondas u ovales con nucleos centrales y una caracteristica
granularidad y eosinofilia del citoplasma con grinulos finos; estos cordones celu-
lares ocupan los espacios de las papilas dérmicas pero no invaden la epidermis. No
se observan figuras mitéticas, y los nicleos no presentan criterios de malignidad.
(Fig. 4). Los grinulos se tifien intensamente con la técnica de P.A.S. y con el
aceite - rojo-0. demostrando material lipido. Las tinciones para amiloide no son
especificas y con la técnica de P.T.H. los grinulos adquieren un color azul pilido.
Las impregnaciones argénticas son negativas.

Examen con el microscopio electronico: las células presentan nicleos de
diverso tamafio, algunos con bordes muy irregulares e invaginaciones profundas de
la membrana nuclear. El nucleoplasma es finamente granular y ocasionalmente
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la cromatina se halla condensada en la periferia. Los nucléolos son prominentes
y muestran claramente sus componentes. Las membranas citoplasméticas son bien
delimitadas y en algunas dreas las células se observan en grupos separados por
espacios intercelulares con abundantes fibras coligenas y en cuyas membranas se
encuentran abundantes vesiculas pinocitéticas. (Fig. 5, 6, 7). Algunas células
son fusiformes, con haces paralelos de fibras coligenas y los nicleos son alar-
gados semejando fibroblastos. El citoplasma en general es muy complejo, en el
que se encuentran numerosas vacuolas limitadas por membranas y grinulos de
intensa osmiofilia y alta densidad electrénica. Las vacuolas contienen en su inte-
rior grinulos y material amorfo densamente osmiofilico. Los grinulos son de
diverso tamafio y se encuentran libres o agrupados y rodeados por una sola mem-
brana. En el interior de muchas vacuolas se identifican fragmentos de mitocon-
drias, figuras de mielina y agrupaciones de granulos osmiofilicos cuyo tamaiio
varia entre 650 mp y 1000 my. Es interesante observar que en algunas dreas los
grinulos de alta densidad electronica rodeados de una membrana estin formados
por la agrupacién de multiples grinulos esferoidales de tamafio mas pequefio.
(Fig. 10). Algunas células presentan dreas de rarefaccion citoplasmica y haces
de abundantes filamentos finos cuyo grosor varia 100 A y 150 A. (Fig. 7), y
material denso a los electrones consistente con una membrana basal. (Fig. 6, 7).
Las dreas de menor densidad citoplasmitica han sido interpretadas como el axo-
plasma de axones no mielinizados y a la presencia de una membrana basal y fila-
mentos en el citoplasma como evidencia ultramicroscopica que caracteriza a las
células de Schwann. En algunas células se observan mitocondrias y agregados de
polirribosomas libres no asociados con el reticulo endoplasmico. El complejo de
Golgi no esta bien delimitado y su identificacion es dificil. No se observan nervios
asociados a las células neoplisicas, ni evidencia ultraestructural de un origen
miogénico.

DISCUSION:

Los estudios previos con el microscopio electronico del mioblastoma de
células granulares ofrecen datos que sugieren un origen neural, concepto que fue
iniciado por Feyrter (7), basado en la observacion morfolégica de que células
granulares indistinguibles de las que forman la lesién se encuentran dentro de
las vainas perineurales de nervios periféricos. Posteriormente este hallazgo fue
estudiado por Thoren (26), quien realiza un anélisis quimico en dos casos, encon-
trando una concentracién elevada de fosfolipidos como para postular la génesis
neural de las células. Bangle, (4, 5) realiza importantes observaciones y en su
estudio hace énfasis en la presencia de grinulos similares a los del tumor en las
células fagociticas que se observan en lesiones de nervios periféricos mieliniza-
dos cuando estos son sometidos a diversos procesos degenerativos. Fisher vy
Woechsler (8) corroboran estos hallazgos en el microscopio electronico, mediante
un estudio paralelo entre un tumor y nervios periféricos sometidos a diverso
trauma, observindose que las células tumorales presentan aspectos estructurales
similares a las células de Schwann de los nervios dafiados por la experimentacion
y baciendo uso de técnicas histoquimicas encuentran una elevada concentracion
de fosfatasa 4cida en los grinulos de ambas células, postulando que las células
de Schwann adquieren propiedades histiociticas durante el proceso de degenera-
cibn Walleriana, logrindose identificar por la presencia de dreas de menor den-
sidad electronica en el citoplasma, correspondientes a axoplasma de axones no
mielinizados, la deposicién de material de membrana basal denso a los electrones
junto a la membrana celular, y a la actividad de fosfatasa écida que ha sido reco-
nocida como una propiedad inherente a los histiocitos (29).
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Los resultados de nuestro trabajo con el microscopio electronico apoyan en
cierta forma la hipétesis neural basado en la identificacién en las células tumo-
rales de estructuras citoplismicas que identifican a las células de Schwann, tales
como la presencia de haces de filamentos en el citoplasma (Fig. 7, 8), material
de membrana basal y dreas de axoplasma (Fig. 6), y que han sido transformadas
por la presencia de gran cantidad de grinulos y vacuolas que en estudios previos
han sido identificados como part:cu.las de probable origen viral (18), a los que
recientemente se les ha dado mis importancia ya que es el cambio mis llamativo
en el citoplasma de estas células. Los anilisis histoquimicos demuestran que los
grinulos presentan gran actividad de fosfatasa icida, hallazgo que nos lleva a
postular que las células granulares son verdaderos histiocitos o células de otra
estirpe, ya sean células del neurilema o fibroblastos que han adquirido capacidades
fagociticas por un estimulo no dilucidado hasta ‘el momento, pero que puede
tener explicacién en base a hallazgos en nuestro caso, no mencionados en previos
estudios ultraestructurales, cuales son la presencia de una marcada actividad endo-
citética que se manifiesta por la presencia de miltiples vesiculas micropinocitéticas
tales como las que se observan en las figuras 10, 11, 12, y que estaria de acuerdo
con el concepto propuesto por Garancis y colaboradores (11), de que los cambios
observados en las células representan un defecto focal de los lisosomas. De
acuerdo a los conceptos de DeDuve (6-20) los lisosomas son estructuras cito-
plasmicas limitadas por membranas que contienen una gran concentracion de
enzimas hidroliticas, principalmente estearasas dcidas, de las cuales la fosfatasa
dcida forma la mayor parte y cuya funcién principal es la de actuar en los pro-
cesos de digestién celular. El sitio de origen de estas enzimas son los ribosomas,
ganando luego acceso al reticulo endoplasmico que los transporta al complejo
de Golgi en donde presumiblemente son almacenados como lisosomas primarios.
Los lisosomas secundarios son entonces estructuras citoplismicas en donde las
enzimas y el sustrato se hallan juntos, pudiéndose observar diferentes estadios
de la digestion celular. Estos se dividen en vacuolas digestivas si el material inge-
rido es exdgeno y vacuolas autofigicas si el material es enddgeno como ocurre
en el proceso de degradaciéon focal del citoplasma, estudiado por Hruban y cola-
boradores (27), y finalmente cuerpos residuales en los que se reconocen el ma-
terial resultante del proceso digestivo como son fragmentos de mitocondrias,
residuos de reticulo endoplismico y diversos arreglos de membranas que han sido
degradadas, tales como figuras de mielina. Nuestro estudio revela la presencia de
una intensa actividad pinocitética (Figs. 10, 11, 12) y diversas fases en la for-
macién de vacuolas autofigicas en las que se distinguen claramente fragmentos
de mitocondria, granulos, figuras de mielina y material osmiofilico en el interior
de vacuolas limitadas por una membrana unitaria (Fig. 11). Rosai (24) reciente-
mente efectuando ultracentrifugacién fraccionada logrd separar los granulos del
resto de los componentes citopldsmicos, observando que estos contienen concen-
traciones elevadas de fosfatasa dcida cuando el homogenizado fue observado en el
microscopio electronico aportando asi mas evidencia hacia el origen lisosoémico
de los grinulos, y Swift y Hruban (28) logran producir vacuolas autofigicas que
contienen fragmentos de mitocondrias, ribosomas, residuos de reticulo endo-
pléasmico y arreglos concéntricos de figuras de mielina en el tejido acinar del pén-
creas de ratas, inhibiendo la sintesis del colesterol mediante la administracion de
triparanol, sugiriendo que el proceso de degeneracién focal del citoplasma con
la formacién de vacuolas autofigicas, cuerpos residuales y lisosomas secundarios
tienen base estrictamente metabélica. Los resultados del presente trabajo enfatizan
la teoria metabélica propuesta por Haisken y Langer (13) en la génesis de esta
lesién, basados en los hallazgos de una prominente endocitosis y se propone que
estimulos no conocidos juegan papel importante en la transformacién de células
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altamente especializadas como las células de Schwann o fibroblastos en células
con cualidades fagociticas caracterizadas por la presencia de abundantes lisosomas
secundarios.

RESUMEN

En este trabajo se describen los resultados del estudio ultraestructural de
un tumor de células granulares de la piel del brazo de un hombre de 45 afios de
edad. Estudios previos con €l microscopio electrinico han sugerido un origen
neural. Los resultados de este trabajo dan apoyo a la hipdtesis neural por identi-
ficacion en las cé'ulas tumorales de estructuras citopldsmicas propias de las células
de Schwann. Se observd una actividad endocitdtica muy acentuada, manifestada
por la presencia de miltiples vesiculas micropinocitdticas por lo que se propone
que estimulos no conocidos juegan un papel importante en la transformacién de
células de Schwann o fibroblastos en células con cualidades fagociticas, caracte-
rizadas por la presencia de abundantes lisosomas secundarios.

SUMMARY

This is a report on the ultraestructure of a granular cell tumor of the ckin
of the arm in a 45 yr. old male. Previous studies with the electron microscope
have suggested a neural origin. The results of this study support the neural
hypothesis through the identification in tumor cells of cytoplasmic structures
present in Schwann cells. Marked endocytotic activity was observed, made evident
by the presence of multiple micropinocy totic vesicles. It is suggested that unknown
factors play an important role in the transformation of Schwann cells or fibroblact
in cells with phagocytic properties, characterized by the presence of abundant
secondary lysosomes.
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Figura 1 Figura 2

Figura 3 Figura 4

Fig. 1.—Aspecto verrucoso de la lesidn, con bordes definidos e hiperqueratésicos.
Fig. 2.—Cote transversal que muestra un patrén verrucoso y cordones fibrosos en la dermis.

Fig. 3.—Marcada hiperqueratosis y papilomatosis. La dermis se encuentra infiltrada por
células homogéneas. H. & E. 100 x.

Fig. 4.—Cordones de células granulares de forma oval, con nicleos centrales. Obsérvese
la granularidad homogénea del citoplasma y el limite con la epidermis. H. & E.
150 x.
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Fig. 5.—5¢ observan numerosas vacuolas en el citoplasma, algunas contienen granulos
osmiofilicos (V) y cuerpos lisosémicos (Li). Los nicleos (N) son prominentes,
con membranis nucleares muy irregulares. (C) Fibras colagenas; n, nucleolo.
Acetato de uranilo y citrato de plomo, Aumento 6400x.



16 ACTA MEDICA COSTARRICENSE

Fig. 6.—El citoplasma contiene numerosos grinulos osmiofilicos y dreas de axoplasma
(ax). Las membranas citoplismicas son prominentes, y se observa material denso
de membrana basal (Flechas). N, nficleo; n, nucleolo. Acetato de uranilo y citrato
de plomo. Aumento 10.000x.
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Fig. 7.—Haces de filamentos finos (F) se encuentran en el citoplasma. Las vacuolas (V)
conticnen grinulos osmiofilicos (g) y figuras de mielina (m). Una mitocondria
(mi) presenta signo; de degeneracion, La flecha sefala do; vesiculas pINOCItO-
ticas. C, fibras coligenas. Acetato de uranilo y citrato de plomo. Aumento 6000x.
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Fig. 8.—Grupos de células separadas por membranas. Finos filamentos (F), vacuolas auto-
fagicas (VA) y cuerpos lipidos (L) se encuentran en el citoplasma. Pequedas
vesiculas del complejo de Golgi (G) se reconocen. Acetato de uranilo y citrato
de plomo, Aumento 6.500x.



SEGURA: ULTRAESTRUCTURA DE UN TUMOR DE CELULAS GRANULARES 19

Fig. 9.—Los grinulos osmiofilicos (g) se encuentran deatro de vacualas autofdgicas, lo

mismo que algunas vesiculas micropinocitoticas (flechas), y fragmentos de mito-
condrias (mf.) m, figuras de mielina; L, cuerpo lipido. Acetato de uranilo y
citrato de p]l‘.mn. Aumento 30.000x.
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Fig. 10—Grupos de grinulos osmiofilicos se observan rodeados de una membrana (g).
Una vacuola autofigica que contiene cuerpos osmiofilicos, fragmentos de mito-
condria y material denso a los electrones (VA). Las flechas sefalan miltiples
vesiculas pinocitticas a lo largo de la membrana celular. (mf), membranas
mitocondricas en fase temprana de arreglos de mielina. Acetato de uranilo y
citrato de plomo. Aumento 22.000x.
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Fig. 11.—Las flechas sefialan vesiculas pinocitticas integradas al citoplasma. Algunas
agrupadas forman cuerpos multivesiculares (mc). LI, lisosomas limitados por
una membrana que contiene en su interior material y grinulos osmiofilicos y
fragmentos de mitocondria, m, figura de mielina; g, grinulos. Acetato de uranilo
y citrato de plomo. Aumento 22.000x.
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Fig. 12.—Muiltiples vesiculas pinocitéticas se observan agrupadas (flecha), en algunas es
posible observar gotas ultramicroscopicas en su interior y otras se encuentran
incorporadas en vacuolas (V). M, mitocondria, mi, mitocondria en proceso dege-
nerativo; F, filamentos. Acetato de uranilo y citrato de plomo. Aumento 90.000x.
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