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INTRODUCCION

En afios recientes s2 han publicedo vorios estudios, en los
cuales se ha hecho especial énfus's en la estructurg fina de las den-
dritas, en diferentes regiones del sislema nervioso (Pappas y Plr-
pura, 1961; De Lorenzo, 1951; Gray, 1959; Palay, 1956, 1964;
Peter and Palay, 1966). Asi misme, algunas de las caracteristicas
submicroscopicas de las cendritas de Furkinje de diversos ver-
tebrados, tales como ccbayss, rafas, gotos y monos, han sido
descritas por werioe autores (Hoger, 1961; Fox, 1962; Herdor,
1963; Fox vy coluboradores, 1964; Hamori y Szentogothai, 1964,

En el curso de un estudio sistematico de la corteza cerebelosa
del raén, realizado en nuestro laberaiorio, hemos creide con-
venien‘e reporiar nuestros hallazgos sobre a estructura fino ds
los dendritas de Purkinje, estudio aln no exisiente en la literatu-
ta, €n un in‘enfo por oroveer la informacior estructural adicional
v necesaria para la interpretacidn de los propiedades fisiclégicas
de las dendritas de Purkinje, pora el estudic de sus relaciones
sindpticas cen las fibras aferentes, y para el estudio comocra-
tivo de la morfologia dendritica en diferentes regiores del sis-
tema nervioso.

MATERIAL ¥ METODO

Se ufilizaron ratones albinos suizes, cuys peso cscilaba
enre 20 a 35 gramos, los cuales fueron anestesiados con inyec-
cion intraperitonzal de 3.20-0.30 mgrs. de Nembuial (Pentobar-
bital sédice de los aborotarios Abbett) por grema de pese cor-
poral. Se practicd la fijacién cel sistema nervioso central me-
dignte la téenico de perfusidn vascular, popularizada por Palay
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y celaboradores 2 v mocificada per nosotros !, para adaptarla ol
raton alkino suize.

Los animales recikieron respiracion artificial con carbégeno
Imezcla de 6% de oxigeno y 4% de anhidride carbdaico),
para avitar alteraciones eswructurales por hipoxia, El liguido de
perfusién utilizade fue la sclucién de glutaraldehido al 1% en
sclucion tampdn 0.2M de fosfato de sodio, a pH de 7.4 y csmo-
loiidad de 380-410 mOsm/lit-c. La esmolardad de lo solucién se
determiné mediarte el méfodo crioscopice, utilizande osmémetro
Fiske, modelo G; calibrade con solucicnes patrones de cloruro
de sodio de 100 y 50C mOsm /litro. Una vez completoca lo
perfusién, se cislé cudadosamente el sistema nervioso central y
se fomaror muestras de la corteza cerebelosa, las cuales se lavaron
por dos noras en solucién tampén de fosfato de socio, de com-
posicién similar a la utilizada en el liquide de oerfusién. Bleques
pequefios de 1-2 mm, se fijaron secundariamente en solucior al
1'% de tetradxide de esmio en solucién tampén O. 1 M de fes-
fato de sodio, a un pH de 7.4 y osmolarided de 210 m0sm /litro
Se hizo deshidraracién en concentraciones crecientes de etano!
y en dos pasajes sucesivos por éxido de propieno, y se incluyd
er Epon. Para estudiar la histologia de la capa moleculer de le
corfeza cerebelosa se hicieron secciones gruesas, de 0.5-2 micras
de esgesor, anies de realizar las secciones ‘inas. Estas Gltimas se
obtuvieron con uitramicrofomo LKB, provisto de cuchilla de vi-
dric; se recogieron sobra rejillas de ccbre, cuniertas con una peli-
wla de Fermvar y estabilizados con un befo de carbén, Se co-
lorearan con solucién saturada de acetato de uranile' @ citrate
de plome a pH alto® y se observaron con micrescopio electréni-
co Siemens Elmiskop |, provisto de unc apertura de 50 micrones
en el okjetive. Los estructuras submicroscopicos de las micro-
fotegrafias electrénicas se midieron con una méguina Universal
Cambricge.

RESULTADOS

Los dendritas de Purkinje constituyen los proongaciones mas
grandes de la cape molecular de la corfeza cersbelosa. Se bifur-
can en ramas primaras, secundarics y tercicrios, siguiendo un
plana perpendicular a lo hoja cerebelosa® . Se caracterizan
por poseer abundantes membranas del reticule endoplasmaético,
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ribosomas libres, canaliculos dendriticos, rumeroscs mitocon-
drids densas y olargadas, con sus cresios cispuestos longiludi-
nolmente, en poralalelo con el eje mayer de la prolongacién. Se
observaron de 4 o 16 mitccondrias por cada 10 micrones ce largoe
de lo dendrte. Estos orgonelos parecen aumentar hacia las cen-
dritas mds pequenos (Fig 1, 2, 3 y B,

El reticulo endoplasmdtico muestra un arreglo especial, que
designaremos con el rombre de sistemas cisternales encoplasmé-
ticos (Fig. 1-7). Los cisternos de estos sistemas se agrupan ge-
neralmente en sentido paralelo, en nimero de 2 a 10, y son o-
proximadamente de 0.2 a 1 micras de longitud. No hzmos ob-
servado ribosomas adhericos a la superficie externa de lgs mem-
branas limitantes de estas cisternas, ni continuidad de estas
membranas con aquéllas del reticulo endoplasmético. Estas cis-
ternas son de 120 o 240 A de ancho, y su contenido es elactré-
nicamene transporente. La membrana limitan-e da cada cisterna
es de aproxmadamente 80 A de grosor, y muest-a la estructura
triple caracteristica de las membranas celulares (Figs. 5, 6 y 7.
El espacio existente entre las mambrancs limitantes de cada cis-
terna es de aproximodomente JO-110 A y contiene un material
electrénicamente mdas denso que el resto del citoplasma dendri-
tico. En alguras microfotografias electrénicas, las cisterncs s
observan considerablemente distendicas, siends de eproxima-
damente 0.09 @ 0.2 micras de ancho. A pesar de su distensién,
el espacio ertre los membranas limitantes de los cisternas se man-
tiene corstante, lo cual sugiere cue el matzrial existente entre las
membranas actba como una substancia cementarte. Estos siste-
mas cisternales se halan siempre en intima relacién topogréfica
con ‘as mitocondrias,

De la superficie de las dendritas de Purkinjs emergen nu-
merosas prolongaciones cclateraes o espinos dendriticas (Fig. 3
y 9] que estan formadas per un cuerpo, redandeado u oval, y un
pediculo que las une al tal'o dendritico principal, Estas espinas
miden hasta 3.7 micras de largo y hasta 0.5 micras de didmetro v
su citoplasma contiene membrancs del reticule endoplasmético
l'se. En algunas microfetografias elecirénices, se ha observado
una esfructura semejante al aparato espincso descrite par Gray'?.

Cubriendo casi completamente las dendritos de Purkinje
se halla un citoplasma claro, de naturaleza glial (Figs. 1, 2, 3, 8
y 9, el cual presumiblemente corresponde ¢ los astrocitos de
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Fig. 1. Dendrita de Porkinje (dF) mostrando, o lo hrge de so e
lengitudingl, los canaliculos dendeiticos (flecha) dispoestos en sen-
Hde paralels. Se observan ademis las mitocondrins (M) y Jos sis-
temias cisternales endoplasmidticos (flochas paralelas). El citoplns-
mis glial (G| que eobre o kas dendritas de Purkinge muestra inelo-
siones densas, Magnificacion: 24.000X.



estin

eos  (flechas), ubicadas inmedistamente por debajo de

Fig. 2. Dendrita de Purkinje (dP) mostrando las mito-
oondrias (M) y los slstomns cleternalos  cndoplusmndid-
ln membrana cellar. Las fibras paralelas {(fp)

separadns de lns dendritas de Purkinfe por un eito-
masma de natursfeza glinl (G). Moagoificaciin: 28:000X.



Fig. 3 Microfotografin electrdnica mostrando una den-
drita de Purkinje (dF), & cual contiens miocondrias
(M) ¥y un sistoma cisternal endoplasmsitics (flecha). En
su vecindad se observan des terminales presimipticos (1,
2} los cuales muestran gran cantidad de vesicolas sindp-
ticas, Lo dendrita do Porkine se halla rodeada por un
eltoplasnm claro de naturaleza glial, presumiblemente fi-
brns de Bergmann (G). El citoplasma glinl sepam los
termimles singpticos de las dendritas de Porkinje, Mag-
nifienciin:  2E.M0X



Fig. 4 SBecelin transversal de uns ramifieacién dendritica de Puorkinje
mostrands las mitocondring (M), los sistemas csternales endoplasmifiti-
es (flechas en cruz) j los canalicolos dendriticos (flecha). Magnifies-
cidn: SHOO0X.

Fig. 5. Sistema cisternal endoplasméition de one dendritn de Porkinge,
coripdo en sentido paralelo o so eje longitudical. La membrana  lHmi-
tante de cads cisternn moestra o estroctura triple earncteristica de las
menibranas eelulares, Magnificacién: O0.000X.

Fig. & Membranas limiantes de las cisternas endoplasmbiticas (flechas)
ublendas entre dos mitscondriags (M1 v M2). Coleraciin con citrato de
plomo, Magnificacion: 7500000



Flg. 7. Microfotografia electrinlea de alta resolocifn mostrands b
estruetura trilaminar de lag membeanas Hmitantes de las cisternas
endoplasméticis (flechas), Obsérvese su intima relaclin con las mi-
toeondrias (M1, B2, M3, M4), Magnificacion: 1200003,



Fig, #. Ramificacitn dendritica de Purkinge (dF) redesds por nnmerosas sinapsis
espinosas (flechas), Nitese sl revestimiento glinl (G alrededor de los contactos
sindpticos. Magnifieaciin: S0.000X,




Fig. 8, Seceitn ftransversal de unn rmmificscion dendritica de Porkinge (dF). Las
flechas sefialon el sillo de emergencin ds las espinas dendriticas, Se observan dos
terminales sindpticos (1, 2) en contueto con In superficie depdriticn obieads entre
las espinas dendriticas. En su inmedintn vecindad se observa onn compacts neare-
plla formade por sinapsis espinesas (fechns en croz) § oeitoplssmn glial (G), Mag.
nificaciin: 36.000X.




Bergmann (8,9). Este citoplasma rodea a las esoinos dendriticas
y @ los contacios sinépricor espinosos, Las espinus dendrilicas
dz Purkinje otraviesan lo capa glial para establecer contacto
sinaptico con las fibras paralelas, En las microfotografios electrd-
nicas de baja resolucion (Figs, 3 y 8) se observa un engrosa-
friento consideroble dz la membrana ce lg espina dendritica, @ ni-
vel del contacro sinfptice, debide a lo existercia de un material
electrodenso unide a su superficie citoplasmética.

las espinas dendriticas constituyen solamente una parie de
la superficie postsiniptica de las dendritas de Purkirje. Se obser-
van, ademds (Fig. 9), terminales sirdpticos caracterizados po’ la
presencia de microvesiculas y mitocondrias, en contacto con el cuer-
po de la dendrita 'y los cuales, oresumiblemen-e, corresponden
los fibras trepadoras o o los axcnes de las células estrelladas.

los contactos sinapticos de as dendritas de Purkinje con las
fibras paralelas, seme an ol tipe | descrito por Gray "2, En la vecin-
dac de las dendritas de Purkinje (Fig. 9) se ohservan numercsos
botones sindpticas, redondeados o ovaes, caracterizados por o
presencia de vesiculas sinépticos v mitoconcrias. Estos botones si-
napticos correzponder o los orinzipales fibras aferentss o los
dendritas de Purkinje: fibras paralelas o axores de las células
granulosas, fibras trepedoras, axones de células estrelladas, co-
laterales recurrentes de los axones de las célulos de Purkinje y
a los colaterales ascendentes de las células ce cesta. Las rela-
ciones sindoticas de las derd-itas de Purkinje con las fibras para-
lelas, trepadoras y con los axenes de las células estrelladas, se-
rén cbeto de préximes trabajos!,

DISCLSICN

El estudio de Ies caracteristicas submcroscépicas de las den-
dritas de Purkinje es imporantz para una mejor comprensién de
los mecanismos de propagacién del impulso nervioss a lo lorgo
de uno de los sistemas dendriticos més elaborades cel sistema
nervicse. Algunas de las estructuras submicroscopicas okservadas
er las dendrtas de Purkinje, tales come las mitccondrias, los ri-
bosomas y el reticulo endoplosmatico, han side deseritas tam-
bi2n en el soma de la célule de Purkinje [Hernden, 1963), vy
muestran detalles ultraestructurales similares, a les yo reperrados
oor ofres investigedorss en los dendrites de diferentes vertebra-
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dos*! 5080 a5 canaliculos dendritices parecen ser las Uni-
cos estructurns diferenciales existentes entre las dendritas y el
sema neuronal de Purkinje. Los registros electrofisiolégicos efec-
uados por Granit v Phillips'® no hen mostrado una respuesfa es-
pecial de este gran sistema dendritico,

Los sstemas cisternales observados en las dendritas de Pur-
kinje constituyen un arregle especial del reticulo endoplasma-
tica y muestran en su disposicén, cierta semejanzc con el apara-
to zspinoso descrito por Gray" y Gray y Guillery'®, o nivel de lo
porcion basal de las dendritas de la cortezg cerebral y de la meé-
dula espinal. No heros observado hasta ahora, la asodacion de
estas membranas con los ribosemas, ni las placos densas, descri-
tas por os auforés, situadas enfre las membranas | mitantes de
las cisternas, ‘os cuales podrian ser debcas a deposite del dci-
do fosfotirgstico utilizado en el procedimients de presaracién
del ftejdo. los sistemas cisternaies endoplasmdticos, muestran
iombién semejanza con los cuerpos laminares descritos por Hern-
don en el citoplasma de las células de Purkinje'®, cor las cister-
nas superficiales observades =n el ganglio acdstico™ v con los
sacos endoplasmdticos cescritos por Morales y Dunenn ¥,

La significacidn funcional de este arreglo membranoso es
hasta ahora descorccida. Segin Herncon', la formacién de es-
tos cuerpos lominares podrio ser dedida o varias cousas, enfre ellas,
a la temperatura del fijader: la accién del tetraéxido de osmio frio;
o o lo presiér da la cuchilla utilizada para seccionar les tejidos,
parcialmeniz fijodos. MNuest-o estudio nos permite descarfur gue
este orreglo sea provocodo por el tetradxido de asmie frio, yo
que hemos fijado primariamente, por perfusién cen glutaraldehi-
do a temperctura ambientz. Mimwegen y Sheldon® consideran
que los cuerpos lamirares son un arreglo del reticulo endoplas-
métice producdo durante la wnoxio del tejido. En nuestro estuaio,
duranie le téenica de perfusidn se utilizé un sistema de respire-
cién arti‘icial con corbogeno e cual descarta parcialmente esta
posibiidad. Lo utilizacién de este orocadimiento experimental, su-
giere que estos sistemcs membranosos podricn ser arreglos del
reficulo endoplasmétice existente en la célula viva, aunque no se
descarta lo pesibilidad de que sean un ordenamiento provocado
por el glutaraldehido. Los hemcs observade ademas, en las den-
dritas de Purkinje de la corteza cerebelosa de pacientes con fu-
mores de o fosa posterior, en donde existen zonas de tejido ede-
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mateso. En estos casos, los sistemas cisternales perden su regu-
lardad v e observan considerablementa disterdidas |nbservacio-
nes ne publicadas). Esto indica clerto grade de plasticided fun-
cional; probablemente se fratay de esfructuras existentes en el fe-
jide vive, distendides por el liguido de edema. Ademés, su ase-
ciazién con las mitocendrias, sugiers que puede tratorse de sis-
temas utilizadores de los preductes sintetizades en las mitecon-
drias o donaderes de substratos para el metabelisme mitocendricl,
Podria tretarse de estructuras relocionades cor la utilizacion de
fosfatos de altg energic, en lo forma ya sugerida por He'ndon'?
o bien, er relacien con la kiosintesis de fosfolinidos esructurales
o con los mucopoliscciridos.

Mumerosas prolongaciones colaterales o espiras dendriti-
tas emergen de los ramificaciones secundarias y terciarids de
Purkirje. Estas espinas constituyen una ce los zoncs receptorcs
postsindpticas vy reciben los terminales sindpticos de los fioros
paralelas® *, Se ooservaron termirales sirdpticos en contacto
con la dendrita de Purkinje, en la superficie ubicada entre lus es-
pinas dendritizas. Esto irdica, que ademas de las espinas den-
dritices, la superficie de las ramificacieres dendriticas constitu-
yen también zonus receptoras postsindpticas.

Los dendriias ce Purkinje y sus espinas dendrificas se hellan
tublertas por un citoplasma glial, proboblemen‘e confinuacién de
aquel cue envuelve el cuerpo de la célule de Purkinje® y que, pre-
sumiblemente, corresponde a los astrocitos de Bergmanr?, Este
citoplusma fue cenrificodo erréneamente por Hernden'* como
oerteneciente o las fibras frepaderas. En lo actuzlidad se desco-
noce la significacion funcicnal de la intima relocién de los astro-
citcs de Bergmanr con las dendritas de Purkinje. Probablemente
astan relacionades con el infercambio de agua = iones, en la for-
ma como he sido considerada por De Robertis, Gerschenfeld v
‘Wald, er los astrocitos cerabrales®,

Se har observade numercsos bofcnes sindpficos, densamen-
‘e distribuidos alrededor ce los dendritas de Purkinje, que con-
rienen mirocondras y wvesicules sinGpticas, Esto demusstra que
estas dendritos son excitables cuimicomente, Estas imégenes no
nos permiten excluir su excitabilidad o inexcitabilidad eléctrica.
La canticod de boteres sindpticos gue rodec a las dendritos se-
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tundarics y terciarias de Purkinje, es rumercsa. Aparenterrente,
ln dersidad de los botones sindpticos, no disminuye o medida
gue nos alejomos del cuerpo celular, como ha side okservado
en los dendritas de las neuroncs mororas®. Este indicc que los
mds finas ramificaciones de lag dendritas de Purkinjer son fun-
cionalmente activas.

RESUMEN

Li

B3

Muestros de lo corteza cerebelosa cde ratén se fijuron, por
perfusidn vascular, con gluteraldehide al 1°%, er solucidn
tampdn de ‘osfate de sodio a pH de 7.4 y osmolaridad de
380-410 mOsm/litro. Se fijaron secundariomerte en solu-
cion al 1% de tetrcdxido de osmio, en sclucién similar ¢
la del liquide de gerfusidn y se ircluyeron en Epén. Se hi-
cigron ‘secciones fings con ultramicrotomo LKB, las cuales
se tifieror cen acetato de uranilo y citrato de plomo y se ob-
servaron con microscopio electrénico.

los dencritas de Purkinje contienen abundantzss membra-
nas del reticulo endoplasmatico, ribosames libres, mitocon-
drios alorgodas, conalicules dencritizos vy un arreglo espe-
cial del reticulo endoplasmético: los sistemas cis-erncles ende.
plasmaticos.

3. Se discute lg existencia de los sistemas cisterncles encoplos:
méticos como un arreglo membranose existente er lo célu-
la viva.

4. Lo superficie ce las ramificacienss dendriticas de Purk nje
y las espinas dendriticas, constifuyen zoras receptcras post-
sinépticas.

5. los cendritas de Purkinje y sus espinas dendriticas se hallan
cublerfas por un citcplasma glial, el cual prasumiblements co-
responde a los astrecitos de Bergmann,

SUMMARY

Mouse cerebellar cortex was fixed by the vascular perfusion
technicue using one per cent solution of glutaralcehyde
—sodium phosphate buffer, the pH as 7.4 and osmolarity
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of 380 — 410 mQsm /liter; postfixed in |1 % osmium fstroxide
— sodium phosphate buffer solution, embedded in Epén,
stained with uranyl acetate or lead citrate and examined
with the electron micrascope,

Purkinje cell cendrites show numerous endeplosmic reticu-
lum memoranes, “ree ribosomes, elongated mitochondria,
dendritic canaliculi and an unusual arrangerrent of the endo-
piasmic retizulum: the endoplasmic cistzrnae systzms.

The endcplosmic cisternoe svstem is discussed as o membra-
nous array existing in the "in vive" conditior.

The surface of the Purkinje cell dendritic branches and the
dendritic spines represents the postsynaptic receptor zores.

Purkinje cell dendrites and its spines are covered by c glial
sheath, which presumably belongs fo the Bergmann astro-
cytes.
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