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RESUMEN

Se realizé un estudio descriptivo y transversal de la corteza cerebelosa humana, desde el
punto de vista histomorfométrico, desde enero hasta septiembre del 2015, con el empleo
de la microscopia holografica digital instalada en el Departamento de Holografia Digital
de la Universidad de Oriente en Santiago de Cuba, con vistas efectuar mediciones que
permitieran establecer comparaciones con otros estudios. Los calculos mostraron el
grosor de las capas molecular y granulosa, el area, el perimetro, los diametros mayores
y menores del cuerpo y el nucleo de las células de Purkinje. Asimismo, se tomaron
imagenes holograficas en tres dimensiones, que posibilitaron concluir la existencia de
parametros determinados mediante este procedimiento, los que no habian sido
notificados y que resultan de interés en el estudio histolégico de la corteza cerebelosa.
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ABSTRACT

A descriptive and cross-sectional study of the human cerebellar cortex, from the
histomorphometric point of view, was carried out from January to September, 2015,
using the digital holographic microscopy installed in the Digital Holography Department
of Oriente University in Santiago de Cuba, aimed at making measurings that allowed to
establish comparisons with other studies. The calculations showed the thickness of the
molecular and granular layers, the area, perimeter, greatest and smallest diameters of
the body and Purkinje cells nucleus. Also, holographic images in three dimensions were
taken, that facilitated to conclude the existence of certain parameters by means of this
procedure, those that had not been notified and are of interest in the histological study of
the cerebellar cortex.
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INTRODUCCION

La corteza cerebelosa tiene una superficie muy extensa, unos 500 cmz2, debido a los
numerosos pliegues o circunvoluciones (folia cerebelli), predominantemente
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transversales, que aumentan unas tres veces su area. Los abundantes surcos y fisuras
le dan un aspecto rugoso caracteristico y su espesor es de aproximadamente 1 mm, con
una estructura histolégica homogénea en todas sus regiones, que se continla a través de
la linea media.!

Es un manto de sustancia gris constituida histolégicamente por 3 capas o estratos
celulares bien definidos, en las que se distinguen siete tipos fundamentales de neuronas,
asi como células gliales y vasos sanguineos, a saber:

1) Capa molecular: Es la mas externa y limita con la piamadre; contiene principalmente
prolongaciones celulares amielinicas y pocos somas neuronales, posee un caracter
tintorial eosindfilo y adquiere un color rosaceo en los cortes tefiidos con hematoxilina-
eosina (H-E). En ella se localizan las neuronas estrelladas pequefias superficiales (de
diversos tipos) y profundas (en cesta).'?

2) Capa de las células de Purkinje: Esta constituida por los somas de las células de
Purkinje; neuronas principales del cerebelo que se disponen formando una lamina
monocelular.??

3) Capa granular: Es la mas profunda y limita en su zona interna con la sustancia blanca.
Su nombre se debe a que en ella predomina un tipo de pequenas neuronas intrinsecas
denominadas granos o células granulares del cerebelo. Debido a las caracteristicas
tintoriales de los nucleos de estas células, la capa granular presenta un aspecto
linfocitoide (basofilo), aunque pueden apreciarse unos pequefios espacios acelulares
eosinodfilos, denominados islotes protoplasmicos, que se corresponden con los
glomérulos cerebelosos. En esta capa también se hallan otras interneuronas, como
las células de Golgi, las monodendriticas en penacho y las de Lugaro.'**

Desde el punto de vista funcional, el cerebelo es el sitio de integracidn de las vias
sensoriales y motoras, forma parte del mantenimiento del equilibrio y el tono muscular;
segln recientes investigaciones realizadas en humanos, interviene en ciertas funciones
cognitivas, como la atencion y el procesamiento del lenguaje, el aprendizaje, la musica y
la discriminacién sensorial.*®

Todo lo expuesto anteriormente, unido a la introduccién de los estudios de muestras
bioldgicas en la provincia de Santiago de Cuba, con la instalacién de la microscopia
holografica digital en la Universidad de Oriente, fueron las razones que condujeron a
efectuar este trabajo, el cual podria servir de referencia para proximas investigaciones de
este tipo, que son escasas en Cuba.

METODOS

Se realizé un estudio descriptivo y transversal, desde el punto de vista

histomorfométrico, de enero a septiembre del 2015, con el uso de la microscopia
holografica digital instalada en el Departamento de Holografia Digital de la Universidad
de Oriente en Santiago de Cuba, de la corteza cerebelosa de pacientes adultos fallecidos
por causas no relacionadas a este érgano.

Para el procesamiento de las muestras histicas se utilizo la técnica de inclusion en
parafina; los cortes se realizaron con un grosor de 4 ym en un micréotomo de rotacion y

fueron coloreados con hematoxilina—eosina. Luego fueron observadas y registrdaas con la

microscopia holografica digital (MHD), y el holograma digital resultante fue registrado por
una camara charge-coupled device o dispositivo de carga acoplada (CCD), modelo HDCE-
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10 con 4.65 pym de tamafio de pixeles, y se trasmitidé a la computadora por medio de la
interfase IEEE-1394.

Se realizaron de 10 a 12 capturas de hologramas en cada muestra, utilizando el método
de doble propagacién (MDP) para la reconstruccion de los hologramas, propuesto por el
Dr. C. Francisco Palacios de la Universidad de Oriente. En la técnica holografica para los
procedimientos colaterales de célculo que completan el procesamiento, se empled el
software Holodig® versién 6.0 (programa realizado y patentado por Dr.C. Francisco
Palacios Fernandez y el Lic. Guillermo Palacios Roque), el cual es soportado por el
sistema Matlab® versién R2012a, que ofrece un conjunto de herramientas numéricas
para el procesamiento de hologramas digitales. La interaccion entre el usuario y este
software se realizé a través de una interfase usuario, que garantizo la obtencion y
manipulacion de los resultados. Una vez obtenida la imagen de fase de las células y las
estructuras estudiadas, se ejecutd la reconstruccion numérica para obtener la imagen en
tres dimensiones (3D).

Igualmente se realizd una descripcion histoldgica desde el punto de vista cualitativo, de
cada preparacién observada con la microscopia holografica digital, con énfasis en los
aspectos mas relevantes, como forma, nimero, disposicion y aspecto de las estructuras
y células constituyentes.

En el estudio morfométrico se efectuaron las mediciones en tres zonas correspondientes
a tres campos consecutivos de cada preparacion histoldgica, los cuales fueron
promediados con vistas a minimizar el error, en las que se utiliz el sistema Matlab®.
Para la calibracién lateral se us6 una escala micrométrica de 1 mm con 100 divisiones de
rayado, cuya imagen se capturd con las 3 lentes objetivas utilizadas (4x, 10x y 40x) y la
camara CCD, en las mismas condiciones en que fueron capturados los hologramas vy las
fotomicrografias de las muestras estudiadas.

Se midieron el grosor de las capas molecular y granulosa, el area, el perimetro, los
didmetros mayores y menores del cuerpo y el nucleo de las células de Purkinje.

La informacion obtenida fue procesada de forma automatizada mediante el paquete
estadistico EPIDAT (programa para el analisis epidemioldgico de datos tabulados de Ia
Organizacién Panamericana de la Salud, versién 3.1). Se determiné como medida de
tendencia central la media aritmética y como medida de dispersion la desviacion tipica o
estandar.

RESULTADOS

Al observar la imagen de la corteza cerebelosa con la MHD, teniendo en cuenta que la luz
laser es coherente y cuasi-monocromatica, se obtuvieron diferentes tonos en la escala de
grises, los cuales se pueden relacionar con niveles de profundidad, donde las zonas mas
oscuras son depresiones y las zonas mas claras, elevaciones o relieves. En la figura 1,
se observa el cuerpo neuronal de una célula de Purkinje, en forma de gota o pera y
limites bien definidos. El citoplasma (1) se observa de color gris y el nucleo (2) de tono
mas claro; el nlcleo de la célula granulosa se observa de color blanco, ocupa casi todo el
volumen celular y su contorno se observa limitado por una zona oscura que permite
definir el escaso citoplasma en forma de halo y de color gris.
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Fig. 1. Corte de corteza cerebelosa observada con la MHD: 1) citoplasma
de la célula de Purkinje, 2) nucleo de la célula de Purkinje, 3) Célula
granulosa. (Objetivo 40x)

En la reconstruccion en 3D se aprecian mejor los detalles descritos (figura 2), pues se
muestra la célula de Purkinje con contornos definidos y el nlcleo grande y de color mas
claro que hace relieve sobre el citoplasma de la célula, en el que se observa el nucléolo
de color amarillo brillante. Se aprecian, ademas, las células de la capa granulosa que
forman relieve a diferentes niveles en su casi totalidad, lo que se debe a la variedad de
células que constituyen esta capa.

x(pm)

Fig. 2. Corte de la corteza cerebelosa -- vision en 3D de la
imagen de fase reconstruida --

En relacion con el estudio morfométrico de la corteza cerebelosa con la MHD, se obtuvo
un grosor promedio de la capa molecular a nivel de la convexidad de 414,96 £ 14,17 um
y a nivel del surco de 374,24 + 22,67 um. La capa granulosa mostré mayor grosor
(425,92 + 29,18 ym) que la capa molecular a nivel de la convexidad y una marcada
disminucién a nivel del surco con 184,48 + 32,51 um.
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Los resultados del estudio morfométrico de las células de Purkinje se muestran en la
tabla.

Tabla. Parametros morfométricos de las células de Purkinje
obtenidos con la microscopia holografica digital

Paradmetros Valor promedio SD
Perimetro celular (um) 81,47 3,13
Area celular (um?) 353,28 22,05
Diametro mayor (um) 49,2 2,0
Diametro menor (um) 20,48 1,05
Area nuclear (pm?) 122,78 5,93
Diametro nuclear menor (um) 8,85 0,96
Diametro nuclear mayor (um) 13,13 0,67
Leyenda. SD: desviacidén estandar N=45

DISCUSION

Los ultimos estudios fisicos desarrollados en la Universidad de Oriente a la luz de las
ecuaciones matematicas, demuestran que la tridimensionalidad de la holografia
realmente corresponde a un criterio de apariencia visual.

Segun Mir y Shinohara,’ los estudios efectuados mediante el procesamiento secuencial
de imagenes cuantitativas de fase, han permitido identificar y segmentar células
nerviosas individuales, logrando una imagen tridimensional a diferentes profundidades
del espécimen.

La citoarquitectura caracteristica de la corteza cerebelosa y las diferencias en cuanto a
tamafio y densidad celular entre sus capas, facilita este analisis morfométrico, lo que
permite que se definan muy bien los limites de cada estrato.

Por su parte, Samar y Avila® describen la capa molecular con un espesor aproximado de
unos 300 a 400 um, sin especificar variaciones regionales en el surco y la convexidad, y
la capa granulosa como la de mayor espesor, con una anchura variable de 500 um en la
convexidad y 100 um en el surco. De igual forma, Storniolo Squintone et a/° obtuvieron
un mayor grosor de la capa granulosa en su estudio comparativo de la corteza
cerebelosa en nifios y adultos.

En todas estas publicaciones citadas no se hace referencia al area y el perimetro de
dichas células, y solamente se sefiala como detalle que su disposicién, forma y tamano
son relativamente homogéneos en toda la corteza cerebelosa.

Referente al didametro del cuerpo de las células de Purkinje, los resultados de la presente
investigacion se correspondieron con los de estudios de neuroanatomia®® donde se
expone que el soma de estas células varia de 40 a 80 um de diametro; variaciones dadas
por las diferencias de edades de los sujetos estudiados.

Igualmente se ha demostrado que la edad no es el Unico factor que puede afectar el
tamafo de estas células. En estudios realizados en ratas en periodo posnatal se
demostrd que la diabetes gestacional induce a la pérdida del niUmero y tamafio de las
células Purkinje y de células granulosas, asi como a la reduccion del espesor de la capa
de las células de Purkinje y la capa granular de la corteza del cerebelo.'®'? En la
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actualidad multiples alteraciones, como la esquizofrenia, la dislexia, el autismo, el
alcoholismo, la drogadiccidn, la enfermedad bipolar y los tumores cerebrales, se han
relacionado con cambios morfoldgicos en la estructura cerebelosa.®!314

Al respecto, Fawcett!® y Junqueira!® exponen que el nlcleo de las neuronas de Purkinje
suele ser grande y ovoide o esférico, con un nucléolo prominente, y que con colorantes
basicos presenta un aspecto palido y suele describirse como vesiculoso; sin embargo, no
refieren sus dimensiones especificas, ni a la relaciéon nucleo-citoplasma.

Finalmente, pudo afirmarse que en este estudio histomorfométrico de la corteza del
cerebelo en seres humanos, realizado durante el afio 2015 con el empleo de la
microscopia holografica digital, se determinaron mediciones analogas a lo notificado en la
bibliografia sobre el tema y otras no registradas, como el area y el perimetro de sus
células, a la vez que se obtuvieron imagenes holograficas en 3D que permitieron una
mejor apreciacién de los componentes celulares de este érgano.
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