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RESUMEN

Se estudid la diferenciacion neuronal de la corteza
cerebelosa del polio tanto in situ como in vitro. La ma-
duracién de los elementos principales corticales ocurre
en una secuencia de eventos morfoldgicos por primera
vez descrita en el pollo. Este proceso tiene un periodo
critico de modelaje neurenal, entre los dias 14-16, cuan-
do las celulas granulosas descienden en un 80% desde la
capa plexiforme hasta su regién definitiva. Las células
de Purkinje inician simultaneamente la formacion de su
arhol dendritico. In vitro se pudo reproducir los eventos
esenciales, manteniendo constante la edad de cultivo y
variando la edad del emhrion del cual se tomaban las
muestras para la preparacion de los cultivos rotatorios.

Ademdis de lograrse reproducir casi en su totalidad las
caracteristicas fenotipicas de las células cerebelosas cor-
ticales, se analizo el proceso de sinaptogénesis y sus va-
riaciones in vitro. Algunas consideraciones en torno ala
plasticidad neurenal in vitro son discutidas.

INTRODUCCION

Durante los dltimos diez afios, la investigacién neurobicl6gica ha ex-
perimentado los cambios mds significativos de su reciente evolucion. Ade-



mds de los avances tecnolégicos, se han producido hechos definitivos en
la reconciliacién entre fisi6logos y morfdlogos. Es este, quizas, el cambio
més importante, pues ha conducido definitivamente a la convergencia de
esfuerzos hacia un comin objetivo, la exploracién del Sistema Nervioso
Central.

Hasta muy recientemente, los neurocientificos interpretaban el sistema
neuronal, como un conjunto estabie de células en sus caracteristicas mor-
folbgicas y funcionales. Un grupo de estos investigadores, los neurobio-
iogos del desarrollo, insistieron en ver en el tejido nervioso una colecti-
vidad cambiante en contraposicion a la vision estable del tejido. Nume-
rosos son los aportes de este grupo, que adelantaron el conocimiento que
hoy tenemos del conjunto neuronal. Sin embargo, este enfoque no ha sidg
suficiente, pues aun cuando este tipo de exploracidon es méds dindmica que
{a anterior, descuida numerosas variables extrinsecas e intrinsecas que con-
dicionan el desarrollo y modelaje de los complejos circuitos neuronales.
Todo esto ha conducido a que se desarrollasen de nuevo y con renovado
ahinco, los métodos que tienden a simplificar numéricamente el tejido
nervioso. Por una parte han estimulado el desarroilo de los estudios en mo-
delos vivos de sistemas nerviosos simplificados y por la otra, se han incre-
mentado notablemente, los anélisis in vitro de células nerviosas aisladas
o conjuntos de neuronas. En el contexto de esta dltima avenida experi-
mental, se ubican los resultados descritos en este trabajo.

En la literatura reciente, dedicada a este tipo de estudios, existen exce-
lentes documentos relacionados al andlisis estructural de fragmentos de
tejido nervioso cultivados in vitro, en particulares dispositivos de cuitivo
sobre bases s6lidas. Uno de los més cominmente empleados, es el de cul-
tivos sobre una base de coldgeno, preparada de !a cola de ratas o ratones.
Estos estudios comprenden andlisis de los cultivos tanto a nivel de micros-
copfa de luz con los métodas histoldgicos rutinarios y con los métodos
de la plata reducida, asi como a nivel de microscopia electrénica (1, 2, 79,
17, 23}. Notables resultados han sido descritos por Crain y col. {10.1s) en
el campo de la fisiologia neuronal en estos cultivos, También se han estu-
diado los prgblemas relacionados a la diferenciacién neuronal in vitre con-
juntamente con puntos espec(ficos como la sinaptogénesis (19, 26, 31, 34, 37,
39, 43-45, 47, 49),

Aun cuando todas estas comunicaciones demuestran el creciente interés
por esta rama de la Neurobiologia, solamente existe una publicacion, la
de Wolff y Dubois-Daleq (a9}, en la cual se demuestra el desarrolio de cé-
iulas nerviosas, con el método de Golgi, aplicado a los cultivos de tejidos,
Nuestros resuitados previamente publicados y los que describiremos en
el presente trabajo, intentan demostrar la aplicacién consistente de este
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poderoso instrumento en la exploracién morfoldgica neuronal, a las células

cultivadas in vitro; ademds de describir y correlacionar el desarrollo y dife-
renciacién de neuronas crecidas in vitro con las homélogas desarroliadas
normalmente in situ. Para esto nuestro interés ha estado centrado en la
produccion y andlisis de cultivos neuronales histotipicos, los cuales de
acuerdo al grado de diferenciacién neuronal pueden ser homologados a
las regiones encefdlicas de las cuales provienen las células cultivadas; en
esta direccién enfocamos nuestros esfuerzos hasta lograr una técnica de
cultive que nos permitiese alcanzar tales objetivos. La técnica més eficaz
gue logramaos desarrollar, se basa en la descrita por A, Moscona y B. Gar-
ber {16, 24, 25}, disefiada para el cultivo de células disociadas. La metodolo-
gfa de cultivo desarroliada permite cultivar fragmentos de tejidos en un
medio liquido, o cual evita las deformaciones celulares que ocurren en
fos cultivos sobre base s6lida. Ademas de esto, se le aplica al medig, un
constante v suave movimiento rotatorio que contribuye a modelar esfe-
roidaimente los fragmentos cultivados. Estas simples caracteristicas le per-
miten a esta técnica, iograr la produccidn de cultivos, en los cuales las
células nerviosas pueden desarrollarse, de acuerdo a sus programas de in-
formacién genética, sin ser afectadas por factores frsicos 6 quimicos in-
deseables.

Finalmente, el presente estudio permite sentar bases experimentales
de significacion en el anélisis de fendmenos neuronales tales como la di-
ferenciacién neuranal in vitro, sinaptog@nesis, interrelacion glia-neurona,
formacion de conectividades, etc., y abre importantes vias exploratorias
al estudio del comportamiento neuronal ante manipulaciones fisicldgicas,
farmacologicas, inmunol6gicas y bioguimicas, por citar algunas. Ademds
nos plantea interrogantes criticas al conocimiento biol8gico en general,
al demostrarse que las células nerviosas cuentan con insospechadas meca-
nismos plasticos, expresados en estos modelos de cultivos gue les permiten
alcanzar ng tan sblo sus caracteristicas fenotipicas diferenciales, sino
que logran adaptaciones epigenéticas indispensables para mantenerse
in vitre, como un conjunto de células que interactiian dindmicamente,
a pesar de estar aisladas de su medio natural,

MATERIAL Y METODOS

En la presente publicacitn describiremos los resuitados obtenidos con
el procedimiento de los cultivos Integros por rotacién, utilizando fragmen-
tos de cerebelo de embriones de pollo. Pequefios fragmentos de corteza
cerebelosa de embriones de pollo de diferentes edades, se abtienen cuida-
dosamente mediante el uso de un microscopio estereosclpico en ambiente
estéril; inmediatamente son sumergidos en una solucion Tyrode estéril,
para el lavado y la remocion mecénica del tejido contaminante, Luego son
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transferidos a una solucién de Tripsina al 2.5%, preparada en solucién

Tyrode libre de Ca®™ y Mg™™. En este momento se observa como los
trozos se dilatan y parecen estar prontos a disolverse (separacién celular
controlada). Los fragmentos asi tratados son transferidos a un medio de
cultivo enriguecido, preparado de la siguiente manera: a 100 ml. de Medio
Basal de Eagle se le adicionan 10 ml, de suero de caballo o eventualmente
suero de pollo, 1 ml. de una solucién de Penicilina-estreptomicinay 1 ml.
de una soluciébn de L-glutamina. Los explantes semidisociados son incu-
hados en este medio, en frascos de Erlenmeyer de 50 ml., los cuales son
colocados en un incubador rotatorio de ambiente controlads, a 37°C vy
70 rpm. E! tiempo de cultivo se ajusta a las necesidades del estudio. Una
vez completado e! tiempo de cultive planificado, durante el cual el medio
de cultivo se cambia cada 48 hrs. v se oxigena cada 24 hrs., los cultives
son extrafdos de los frascos y procesados de acuerdo a las técnicas de
microscopfa electrnica desarrolladas para estas preparaciones y de acuer-
do al método de Golgi modificado, previamente publicado, para efectuar
el andlisis ulterior {3z, 27, 29, 33).

El procedimiente para microscopra electrénica es el siguiente: cuando
¢l perfodo de incubacidn planificado es alcanzado, los cultivos rotatorios
se fijan en el misma frasco de cultive, descartando el medio y substituyén-
dolo por el Ifguido fijador, que es una mezcla de Glutaraldehido 3% y For-
maldehida 3%, en tamp6n fosfato 0.09 M a un pH de 6.3 {s3). En algunas
casos se utilizé tampén cacodilato con iguales caracteristicas de asmolari-
dad y pH. La osmolaridad se cantrol6 con un osmémetro Osmette 200. El
tiempo de fijacion oscila entre 3 y 6 haras, después del cual se lavan los
cultives y se postfijan en una solucién de Tetradxido de Osmio al 1%,
preparado en el mismo tamp6n: se deshidratan en alcehol etrlico y son
inclufdos en Epon. De todos les especimenes se hacen secciones de 1 micra
de espesor, las cuales son coloreadas con los métodos argénticos y el
OPTO (osmio-p-fenilendiamina-taluidina) desarrollados en nuestro labora-
toric (datos aln no publicados). Las secciones finas son coloreadas de
acuerde al método de Reynolds (a2).

El método de Golgi empleade, procede de la siguiente manera: después
de alcanzado el tiempo de incubacién deseada, se descarta el medic de
incubacion y los cultives se sumergen en la siguiente mezcla fijadora-
cremante: 44 ml. de Dicromato de Sedic al 2%, 4 ml. de Glutaraldehrde
al 25%, 3 mi. de Formaldehido puro y 1 ml. de Acido Acético Glacial.
Las cultivos permanecen en esta mezcla durante 12-24 horas. Luego de
extraerios del envase gue contiene la solucién cramante, se lavan durante
10 minutos y se colocan en un envase con Nitrato de Plata al 1.5%, en la
oscuridad y por un perfodo de 24 haras. Completado el perfodo de per-
manencia en la solucién de Nitrato de Plata, los cultivos se lavan y se deshi-
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dratan ligeramente (15 minutos) en alcohol isopropilico puro; se colocan
sobre un blogue de parafina, donde se encastran y se seccionan en un
microtomo de deslizamiento, obteniéndose secciones de 200 micras. En
algunos casos se incluyen en Epon blando y se seccionan con cuchilla de
vidrio en el mismo microtomo y al mismo espesor, L.as secciones en cual-
quiera de los casos se recogen en alcoho! isoprapilico puro y si no fueron
incluidas en Epon, se procede a deshidratarlas en pasos ascendentes del
mismo alcoho!l y se aclaran en Xilol, antes de montarlas en Permount. Si
el material fue inclurdo en Epon, se montan directamente en ei porta-
objeto, con una gota de Permount o de Epon.

OBSERVACIONES

Desarrollo in situ de las células de Purkinje de la corteza cerebelosa del
polleo.

Las macroneuronas cerebelosas corticales en el embrion del pollo, su-
fren una serie de modificaciones transitorias semejantes a las que ocurren
en otros vertebrados (21, 22, 40, 21, 46} sin embargo, es necesario indicar
algunas particularidades observadas en su desarrola en el pollo: las células
de Purkinje se alinean en la corteza cerebelosa del pollo, alrededor del
séptimo dia de desarrollo. Una vez alcanzada esta topotipia, permanecen
marfol6gicamente inalteradas hasta el dia 16 = 24 horas. Durante este
perfodo fas células de Purkinje estdn caracterizadas por su aspecto inma-
duro, citol6gicamente hablando; el citoplasma es rico en organoides celu-
fares y el conjunto de membranas ribosomales conforman un sistema de
cisternas irregulares dilatadas que no componen los conocidos grumos
de Nissl, numerosos conjuntos de cisternas lisas pueden observarse, algunos
de los cuales constituyen segmentos de! compleio de Golgi, claramente
identificables. La mayorfa de estos organcides se observan irregulares
debido a lo delicado de su estructura, la cual parece ser afectada durante
el tratamiento preservatorio para microscopfa electrnica. Otros compo-
nentes del citoplasma como mitocondrias, filamentos, microtibulos, liso-
somas, etc., se muestran con caracteristicas morfoldgicas semejantes a las
descritas en otras células durante el desarrollo (1, 21). Una importante
modalidad morfol6gica que debemos describir aqui, la constituyen los
numerosos procesos de tipo filop6dico que se forman a lo largo de toda la
superficie celular (Figs. 1, 2 y 2B), estos procesos irregulares adoptan
configuraciones muy particulares a! introducirse entre los numerosos
procesos y somas de las células que rodean a las células de Purkinje. El
citoplasma contenido en estas expansiones, se hace finamente granuloso
y puede observarse en ellas, una red muy fina de delicados microfilamen-
tos. La membrana celular de estos procesos laterales tiene las mismas
caracteristicas estructurales de la membrana somdatica. Estos procesos
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Figs. 1, 2, 3, 4.— Esta secuencia fotografica se incluye para ilustrar los
eventos mas importantes en el desarrolle vy diferenciacion de las células de
Purkinje en el embrion del pollo. En la Fig. 1, podemos ohservar una célula
de Purkinje del cerebelo de 16 dias de embrion de poilo ;ohsérvese que el
cuerpo es bastante irregular debido a la cantidad de procesos filopodicos,
que emergen de 6. Por arriba de las células de Purkinje se puede ohservar,
intacta, la capa de células granulosas externas, y por debajo numerosas
fibras no mielinizadas que caracterizan esta capa, en esa edad. En la Fig.
2, observamos una ceélula de Purkinje de un embrion de 19 dias de edad,
estas celulas muestran como {a serie de procesos irregulares se reahsorhen
en solo 3 dias y se polariza el crecimiento de los procesos localizados en
la parte superior de la célula, esto dard origen al drbol dendritico de la cé-
lula de Purkinje. Las flechas muestran algunos de los procesos de tipo
filopodico laterales. En la fotografia 3, se ohserva una célula de Purkinje
de un embrion de 20 dias de edad en el cual se nota claramente que los
procesos filopddicos han desaparecido y se concentra el desarrollo ulterior
de esta célula en la formacion del drbol dendritico, en todas sus ramas
secundarias y terciarias, estando las ramas principales ya formadas. La
flecha indica las espinas dendriticas de las ramas terciarias. En la Fig. 4,
se ohserva una célula de Purkinje de embrion de polio de un dia de nacido,
notese la alta complejidad celular. Se observa una célula estrellada entre-
mezelando sus dendritas con las de la célula de Purkinje. Esta secuencia
fotografica nos muestra ademés de los eventos de maduracion de las cé-
lulas de Purkinje, que su modelaje final comienza a partir del dia 16, des-
pués de este dia, la diferenciacion celular se concentra en la formacion
del arbol dendritico y antes del dia 16 es evidente que no ecurren cambios
morfolégicos importantes.

laterales del soma se reabsorben totaimente cuando el desarrollo alcanza
e} vigésimo dia y los que se encuentran en la parte superior de las células,
se orientan hacia la superficie del cerebelo y dardn origen al érbol dendri-
tico de las células de Purkinje (Figs. 3, 4 y 26). Algunas células reducen
tanto sus procesos laterales, que sblo se observa un tallo dendritico emer-
gente en direccibn a la superficie pial. Después dei dia 16 de desarrollo,
fas células de Purkinje concentran sus modificaciones morfol6gicas de
diferenciacion hacia e! 4rbol dendritico, lo cual constituye el modelaje
terminal de estas células. La arborizaci6n sigue una secuencia sincronizada
de formacién de dendritas primarias, luego secundarias y finalmente la
formacin de las dendritas terciarias o espinosas que ocuparén aproximada-
mente el 80% del territorio dendritico terminal (1s, 30) (Figs. 4 y 26}.

Organizacion cortical In Vitre.

En publicaciones anteriores (34, 36, 37) describimos en detalle la morfo-
logfa transicional de las células de Purkinje, cultivadas in vitre, aqui diri-
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giremos nuestro esfuerzo a describir la organizacion cortical en aquellos

cultivos cerebelosos que alcanzaron mayor grado de diferenciacién histo-
tfpica. Los cultivos con mejor desarrollo celular, en términos generales,
resultaron ser, luego de numerosos ensayos, aqueilos preparados con frag-
mentos cerebelosos tomados de embriones que tenfan una edad de desarro-
lio de 16 dfas. Estos cultivos fueron mantenidos en rotacién por 6 dras;
este perfodo de cultivo fue escogido despuds de haber realizado también,
numerosos ensayos y comprobarse que si los fragmentos son cultivados
por més de 8 dfas, las células sufren un grado variable de deterioro estruc-
tural y si se cultivan por perfodos de tiempo inferiores a 8 dias, las ¢élulas
no alcanzan grados satisfactorios de desarrollo. Por estas razones, a todo lo
largo de este estudio, nos referiremos a los cultivos preparados de cerebelo
de embriones de pollo de 16 dias de edad y cultivados por 6 dias (referidas
en el texto como 16-6). No todos los fragmentos de corteza cerebeiosa
logran alcanzar grados significantes de desarrollo celular, pero aproximada-
mente el 70% de los fragmentos cultivados, alcanzan notable desarrollo.
En estos fragmentos, una vez fijados y cortados, se pueden ohservar, en
secciones de una micra, preparadas para microscopia de luz, pequefias
células, ubicadas en la regibn central de los cuitivos, que se distinguen por
la diversidad de su morfologfa nuclear y grandes células situadas por de-
hajo de la superficie de los cultivos. Entre la superficie del cultivo y estas
grandes células, existen zonas poco celulares, si se toma en cuenta la gran
celularidad de las regiones més profundas de los cultivos (Fig. 5). Esta dis-
tribucion particular de las células, de acuerdo a sus dimensiones nos indica
que se reconstruyen las partes constitutivas de la corteza cerebelosa, esto
es, una capa externa rica en fibras y pobre en células, equivalente a la capa
plexiforme, una capa celular profunda caracterizada por poseer grandes
células que son el equivalente a {a capa de células de Purkinje; finalmente
en la regién central del cultivo se observa gran cantidad de células peque-
fias que corresponden a las células granuiosas y escasas células grandes,
que pueden ser efectivamente las células de Golgi. Esta descripcién puede
ser observada en la figura 5, donde se puede notar su semejanza con la
corteza cerebelosa intacta in situ. Es frecuente observar en estas secciones
de una micra, numerosos cuerpos celulares en degeneracion, los cuales
adquieren una coloracién muy intensa con los colorantes hisicos emplea-
dos para tefiir estas secciones; es también frecuente distinguir algunos frag-
mentos de dendritas y axones mielinizados, en estas secciones {Fig. 5). La
capa de células de Purkinje tienen una distribuci6n celular irreguiar, esto
quiere decir que no todas las células estdn niveladas en un plano como
ocurre en el cerebelo in situ. En la figura 5 puede notarse también que
algunas de estas células se localizan mds profundamente que otras. Las cé-
lulas de Purkinje de estos cuitivos no alcanzan todas el mismo grado de
diferenciacién, aun cuando el cultivo en general se muestra con un buen
grado de desarrollo celular. En la superficie de los cultivos, se ven procesos
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Fig. 5.— Segmento de una seccién de una micra de un cultivo de cerehelo,
preparado de un embrién de pollo de 16 dias de edad y cultivado durante
b dias {16-6). En esta imagen destacan los grandes cuerpos de las célufas
de Purkinje. Notese como se alinean irregularmente por debajo de una
region plexiforme que limita con el horde del cultivo, donde se encuentran
los procesos terminales de las células gliales, indicados con las flechas
claras. La linea recta indica la separacién entre la region plexiforme y
el conjunte de células granulosas. Las flechas triangulares indican un axon
mielinizado de gran calibre, probablemente de una célula de Purkinje.
Las masas oscuras que se observan en la parte inferior de la fotografia
corresponden a células en degeneracion. Esta fotografia nos ilustra ademas
sobre el alto grado de diferenciacion citolagica alcanzado por estas células.

celulares densos, gue corresponden a prolongaciones de células gliales,
(Figs. 5 y 9). Las células gliales se orientan aproximadamente como las
células glioepiteliales de la corteza cerebelosa in situ, esto quiere decir que
existen células en estos cultivos, cuyos cuerpos se localizan profundamente
y envian procesos gliales hacia la superficie del cultivo donde forman un
mosaico superficial de expansiones gliales adosadas, que de acuerdo a los
resultados preliminares de experimentos de incorporacién de trazadores
electron-densos a los cultivos, se demuestra que estos procesos imposibili-
fan la penetracion de grandes moléculas al cultivo {observaciones no pu-
blicadas).

Andlisis de los cultivos de Cerebelo 16-6 con el métado de Golgi.
E} método de Golgi meodificado resultd de una extraordinaria utilidad
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en el andlisis de la organizacion de estos cultivos histotipicos de cerebelo,
las observaciones en secciones de una micra o con el microscopio electrd-
nico, no fueron lo suficientemente resolutivas, de los principales problemas
de organizacién in vitre, que enfrentamos en estos modelos de cuitives,
El método de Golgi, como es lo habitual in situ, nos revel6 a morfologia
externa de las células que componen los cultivos cerebelosos 16-6, en algu-
nos casos fue posible, incluso, observar con este método la formacion de
laminillas cerebelosas como la mostrada en la figura 6. Esta ebservacion
habra sido hecha también, en secciones de upa micra, pero fue interpre-

SC ¥ 4 A [y

Fig. 6.— Segmento de un cultive de cerehelo 16-6, impregnade con el me-
todo de Gelgi modificado. Se puede observar la formacion de dos lami-
nillas cerebelosas, separadas por una linea de asteriscos. Dentro de la lami-
nilla se ohserva una célula de Purkinje, indicada con la flecha y numerosos
procesos gliales indicades con los triangulos densos. En la laminilla su-
perior se ohservan algunas células irregulares.

tada como irregularidad en el proceso de desarrolio del cuitivo, mientras
que el método de Golgi nos revel6 con gran precision, ademds de la morfo-
logra celular, la disposicion de las células, las cuales tratan de homologar
la situacidn y distribucién de los procesos celulares como ocurre in situ.
En las imagenes a bajos aumentos, es posible observar que las células de
Purkinje orientan su ramazén dendritica hacia la superficie de la laminilla
y su cuerpo se localiza en profundidad (Fig. 6). Entre las células de Pur-
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kinje se pueden observar numerosos procesos gliales orientados perpendi-

cularmente hacia la superficie de estas laminillas. Otros componentes celu-
fares como las células estrelladas y algunas células granulosas, pueden ser
observadas entre las células de Purkinje. En algunas laminillas que no con-
tienen ni el nimero celular suficiente, ni las células correspondientes in
situ, se observan células con caracter(sticas morfoldgicas finales que no las
definen como las células que participan normalmente en estas laminillas
in situ, esto corresponde en particular a algunas células de Purkinje que se
muestran atipicas sin alcanzar un 40% de sus caracteristicas fenotipicas;
igual puede decirse de otros componentes celulares como ias células estre-
lladas y las células granulosas. Un ejemplo de este tipe de laminillas, con
celularidad atfpica, puede ser observado en la parte superior de fa figura
6. Las laminillas cerebelosas tipicas contienen células estrelladas, con sus
caracter(sticas fenotfpicas, es decir, son células de tamafioc mediano,
aproximadamente, con 3 a 6 dendritas emergentes que le configuran el
aspecto estrellado caracteristico (Fig. 7). Sus dendritas siguen un corto
e irregular recorrido y tienen un ax6n que se ramifica después de un breve
trayecto de su inicio, este axén pudo ser visto emergiendo tanto del cuerpo
como de las dendritas. Las células granulosas observadas en estos cultivos,
no tienen “‘garras’”’ dendriticas terminales que las caracterizan in situ, estas
“garras” muestran poca diferenciacion, forman especies de mufiones ter-
minales irregulares que continGan inmediatamente con sus dendritas co-
rrespondientes, las cuales por lo general son irregulares y cortas. Los cuer-
pos celulares son pequefios, entre 5 a 8 micras, tienen un axon muy fing
que se dirige en la mayoria de los casos, hacia la superficie del cultivo,
donde las células de Purkinje desarrollan su drbol dendritico. Ha sido
posible observar la bifurcacion en “T" de estos axones, no siempre los dos
segmentos de esta “T" axdnica tienen un recorrido paralelo como ocurre
in situ. En la figura 7 puede observarse la bifurcacién en “T” de un ax6n
de célula granulosa. Las células de Purkinje muestran una gran variabili-
dad morfolfgica, existen algunas que alcanzan un alto grado fenotipico
de desarrollo {Fig. 10} y otras que logran menar grado de fenotipia {Figs.
6 v 8). Las células de Purkinje que presentan caracteristicas no diferen-
ciales, se dividen en dos grupos, células con citotipia citoplasmadtica que no
alcanzan fenotipia en su aspecto externo {Fig. 8) y células de Purkinje
gue aun cuando alcancen un alto grado fenotipico de desarrolle, tanto
citoplasmdtico como en su morfologia externa, no logran su topotipia
en los cultivos. Por lo general las células de Purkinje altamente diferencia-
das, tienen una precisa localizacion dentro del cultivo, nos referimos a las
células de Purkinje que se localizan por debajo de la capa plexiforme
externa con sus dendritas orientadas hacia la superficie del cultivo y su
axon dirigiéndose hacia las capas profundas. Las células de Purkinje como
la observada en la parte inferior de la figura 6, no alcanzan estos grados
de citotipia neuronal y se iocalizan en cualquier regi6n de los cultivos
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Fig. 7.— Esta imagen nos muestra la variedad de células estrelladas encon-
tradas en los cultives de cerebelo 16-6. Se puede observar el alto grado de
desarrollo citologico que alcanzan las células estrelladas, las cuales poseen
dendritas con espinas irrequlares comao es lg habitual in situ, Ademas de
las células estrelladas se observan pequefias células que corresponden a
células granulosas, en una de las cuales se ohserva como s2 hifurea el axon
después de un breve trayecto.

cerebelosos. Cuando las células de Purkinje alcanzan un alto grado de
diferenciacién {Figs. 10 y 27), podemos en ellas describir las caracteris-
ticas citotipicas de estas células en el animal adulto; poseen un cuerpo
del cual emerge, de su porcion inferigr, un axén uniforme y rectilineo y
en el extremo superior del soma celular se observa la emergencia de uno o
mas tallos dendriticos, que despuds de un breve trayecto se ramifican
dando ramas secundarias, que a su vez se bifurcardn en ramas terciarias
o espinosas. Estas ramas dendriticas tienen numerosas espinas, aun cuando
no en el mismo nGmero que las dendritas espinosas de las células in situ
(Fig. 26). El andlisis numérico de caracteristicas citot/picas nos permite
decir que estas células pueden alcanzar hasta un 70% de! desarrollo equi-
valente in situ. De mayor complicacion resulta conocer, en el culitive,
cuantas células del total, alcanzan ese grado de diferenciacion. Para esta-
blecer un orden de magnitud, se calculd de 100 células de Purkinje im-
pregnadas satisfactoriamente, cuantas de eflas alcanzaron altos grados de
diferenciacidn, esto nos mostrd aproximadamente que de estas 100 células,
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Fig. 8.— En esta imagen a mayor aumento se encuentran dos células de
Purkinje con diferentes grados de desarrollo, imagen frecuente en los cul-
tivos de cerebelo 16-6. La célula de Purkinje, situada a la derecha, posee
un grade medio de diferenciacidn mientras que la otra, a la izquierda,
es mas pequefio v tiene dendritas irregulares, por lo cual su grado de desa-
rrolio es menor, Notese que aiin con grados medio y bajos de desarrollo
fenotipico estas dos celulas se localizan y orientan en forma tipica.



Fig. 9.— Esta figura corresponde a una impregnacian de un cultivo de cere-
belo 16-6, la cual fue satisfactoria para mostrar las elementos gliales; se
excluyen del campo de foco los cuerpos de las células gliales para destacar
los procesos terminales sobre la superficie del eultive, indicados con la
flecha densa. Las flechas triangulares indican tipicos procesos gliales.

un 30 a 40% alcanzan altos grados de desarrolio; estas cifras, sin embarga,
varfan si se discrimina de cultivo a cultivo. Existen cultivos en los cuales
no se logra sino un 2% de desarrolio fenotipico, en las células de Purkinje,
mientras que hay otros cultivos que alcanzan 70% de desarrollo fenoti-
pico. Esto podrra estar indicando que no todos los cultivos contienen
los mismos componentes celulares y podria significar eventualmente, que
para que exista un buen desarrollo en un tipo determinado de células, es
necesaria la coincidencia de otros desarrollos celulares semejantes y sincro-
nizados, de los elementos que constituyen el sistema. Una observacion que
apoya esta hipgtesis, la constituye el hecho de que en los cultivos donde
existe poco desarrolio de las células de Purkinje, se observa poco desarrollo
en el resto de las células constituyentes.

Algunas células de Purkinje pueden presentar espinas en sus somas,
como ocurre en las células embrionarias durante ciertas etapas del desa-
rrolio del cerebelo in situ, estas espinas somdticas constituyen una estruc-
tura morfolégica consistente en la mayoria de los cultives (Figs. 10y 20},
pudiendo esto indicar que estas células, aun cuando su aspecte externo
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Fig. 10.— Esta fotografia ilustra claramente el alto grado de desarrollo
gue pueden alcanzar las celulas de Purkinje en estos cultivos. Las células
centrales estan en una zona clara gque corresponde a la zona plexiforme.
Las celulas de Purkinje agui mostradas tienen un 70% de su desarrollo
equivalente al alcanzado por las células homdlogas in situ. El cuerpo es
piriforme del cual emerge un axdn; numerosas espinas se ohservan tanto
en el cuerpo como en los tallos dendriticos principales (flechas densas).
Ef drbol dendritico se ramifica en dendritas primarias (1), secundarias (2)
y terciarias (3}.

sea el fenotipico, conservan algunos rasgos embrionarios que no {ogran
desaparecer durante su ulterior crecimiento. El desarrollo de las células
de Purkinje in vitro se obtiene a partir del cuarto dfa de cultivo, sin em-
bargo, no se logran desarrolios 0 modelajes satisfactorios hasta ef dia 6 de
cultivo, cuando los fragmentos de cerebelo provienen de embriones de 18
dras de edad y sin embargo a esta edad in situ, las células de Purkinje no
han alcanzado ningdn grado de desarrollo, que no sea aguel determinado
por la topotipia de su alineamiento a partir de! dfa 8 de desarrollo. En
estos cultivos de alto grado de diferenciacién, también las células gliales
alcanzan mayores grados de desarrollo celular, lo que permite a los cultives
mantenerse en los frascos, con medios {fquidos en rotacidn, por varios
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dias. Ya indicamos anteriormente, que estas células llegan a formar expan-

siones en la superficie de los cultivos, que probablemente les permiten
regular el transporte de sustancias desde el medio al interior del cultivo.
Estos procesos gliales con expansignes laterales como ocurre in situ, tapi-
zan toda la superficie de los cuitivos. Cuando los cultivos se mantienen
por periodos de tiempo de incubacibn mayores de 16 dras, por ejemplo
hasta 20 dfas, se observa que muchas neuronas se dediferencian y las céfu-
las gliales se hipertrofian y proliferan. Muchas de estas células gliales dejan
de ubicarse en Ia superficie de lgs cuitivos para localizarse en cualquier
sitio del mismo,

Analisis vitraestructural de Yos cultivos de Cerebele 16-6.

Utilizando el microscopio electronico hemos podido analizar las carac-
teristicas citolGgicas mas importantes de estos cultivos, con la intencién
de establecer un citograma de las células que los componen y poder lograr
subsecuentemente los patrones de citologia diferencial que ocurren entre
estas células cultivadas vy las que se desarrollan normalmente in situ, Bdsi-
camente con el microscopio electrénico procedimos a estudiar las carac-
teristicas sinaptolfgicas con la idea de averiguar si la sinaptologia de las
células estudiadas in vitro se corresponde con la que tienen las mismas cé-
lulas in situ, Las células de Purkinje de los cultivos 16-6, tienen las mismas
caracteristicas ultraestructurales que poseen in situ. En la figura 11 se
puede observar una célula de Purkinje, a bajo aumento, la cual contiene
un niclec grande claro, bien delimitado por su envoltura nuclear y con un
nucleolo bastante desarrollado; estas células poseen un zalto contenido en
elementos subcelulares y pueden observarse algunas caracteristicas especi-
. ficas de ias células nerviosas (Fig: 12}, como son los paguetes de cisternas
de retfculo endocitoplasmético rugoso que conforman los grumos de
Nissi, numerosas mitocordrias se ven en cualquier seccién de estas células,
asi como lisosomas y fragmentos de complejo de Golgi, aungue general-
mente son observados en las porciones mas dilatadas de su citoplasma.
También pueden ser vistos, numerosos microtibulos dispersos en el cito-
plasma de estas células, asi como retrculo endocitoplasmético liso y abun-
dantes ribosomas libres, en la matriz del citoplasma. En resumen, todos los
organgides y aproximadamente en la misma proporcién que se encuentran
en las células desarrolladas in situ, pueden ser observados en ias células
de Purkinje crecidas in vitro. Alrededor de las células de Purkinje se loca-
lizan numerosos procesos celulares de variada electronodensidad, en su
mayoria corresponden a prolongaciones de las células gliales, algunos a
terminales ax6nicos y otros a prolongaciones dendriticas (Fig. 11). Llama
la atencidn, cuando se observa a mayores aumentos en el microscopio
electr6nico, el espacio extracelular en estos cultivos, que esperdhamos
estuviese més dilatado que in situ, debido al medio de cultivo y al trata-
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Fig. 11.~ Esta microfotografia electronica, a hajo aumento muestra una
seccion de célula de Purkinje 16-6, en la cual podemos observar todas
las caracteristicas citologicas relevantes de esta célula: un nicleo grande,
localizado en la parte profunda de la célula, bien limitado por su envol-
tura nuclear y que contiene un nucléolo bastante desarrollado: en el cito-
plasma se observan los elementos subcelulares comunes, ademas de algunos
grumos de Nissl. La flecha curva indica una sinapsis axosomatica y las
flechas triangulares densas, muestran una espina somatica.

miento, sin embargc se encuentra separando las células con las mismas
dimensiones conocidas in situ; esto es, tanto el espacio sindptico como el
resto del espacio extracelular entre las células nerviosas se mantiene aproxi-
madamente en el orden de 20 a 35 nan6metros. Esto es faciimente corro-
borabie en las figuras 13-25. Una vez analizadas las caracter(sticas cito-
l6gicas de las células de Purkinje, que son las células mas prominentes de
estos cultivos, procedimos al andlisis sistemético de las pequefias células
que se encuentran por debajo de las células de Purkinje en los cuitivos
16-6. Ya las secciones de una micra nos habian revelado que estas micro-
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Fig. 12.— Segmento del citoplasma y niicleo de una célula de Purkinje
16-6, a mayor aumento, para destacar su maduracion citologica. En la
parte inferior se ohserva el nicles con sus caracteristicas normales, una
matriz cromatinica y un nucléolo, las flechas triangulares muestran los
poros de la envoltura nuclear. En el segmento citoplasmatico pueden
recongcerse copjuntas de membranas de Golgi, mitocondrias, ribosomas,
reticulo citoplasmatico rugose y otras estructuras subeelulares comunes.

células correspondran a las células granulosas del cerebelo, el microscopio
electrénico confirma definitivamente esta observacién y nos muestra célu-
las con un gran nicleo, en proporcidn al tamafio celular, con una croma-
tina algo mas densa, uno o dos nucleolos y algunos grumaos de cromatina
densa, generalmente localizada en el centro de nacleo. El citoplasma de
estas células es escaso y pobre en estructuras citoplasmdticas generalmente
en este delgado citoplasma se observa tan s6lo una o dos mitecondrias
por seccién, abundantes ribosomas y escasos lisomas (Figs. 13 y 14). Estas
células se encuentran agrupadas en conjuntos o nidos celulares y el espacio
celular entre ellas es bastante reducido, alrededor de 20 nan6metros; en
algunas secciones afortunadas, se pueden observar los procesos dendrfticos
que emergen del citoplasma, estos procesos son cortos e irregulares y se
dirigen hacia las zonas vecinas no celulares (Figs. 15-17), que son el equi-
valente a las regiones glomerulares que tiene el cerebelo in situ. Hemos
denominado a estas zonas no cefulares, como regiones glomerulo-similares,
por su similitud, en efecto, con los glomérulos cerebeloses. Las dendritas
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Fig. 13.— Esta microfotografia corresponde a un segmento de la regidn
de los cultivos, donde se localizan las células granulosas; en ella se observan
dos células granulosas en las cuales se destacan su gran nicleo y el escaso
citoplasma que fo rodea. Estas células limitan una region plexifarme de
tipo glomérule-similar, en la cual es prominente, un axon central de tipo
musgoso que establece numerosos contactos sindpticos con dendritas de
las células granulosas vecinas (tridngulos densos). La flecha corta muestra
un contacto sinaptico de un axén externo al glomerulo,

de las células granulosas constituyen el componente mas importante de los
que nutren estructuralmente estas regiones glomérulo-similares, como la
indicada en la figura 14. Estas dendritas constituyen elementos postsindp--
ticos para los terminales axonicos que se encuentran en las regiones glo-
mérulo-similares {(Figs. 13 y 14). Estos glomérulos llamaron poderosamen-
te nuestra atencibn por su consistente presencia en todos los cultivos de
cerebelo 16-6 estudiados. Se conoce que los glomérulos cerebelosos in
situ tienen una estructura bastante regular que puede ser descrita simpli-
ficadamente de la siguiente manera: estdn compuestos centralmente por
un terminal ax6nico irregular y en la mayorra de fos casos de grandes di-
mensiones, correspondiendo a fa porcion terminal de las fibras musgosas;
estas fibras musgosas o este ax6n musgoso, estd rodeado por las dendritas
de las células granulosas y por fuera de estas se jocalizan los axones de las
células de Golgi. En los cultivos 16-6 existe una organizacién glomerular
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Fig. 14.— Esta fotografia nos muestra una célula granulosa de la cual emer-
ge una dendrita corta que se mezcla inmediatamente en una region glo-
merulo-similar, vecina al cuerpo; note como esta dendrita contiene las
caracteristicas citologicas habituales descritas pata la célula granulosa
in situ. Las flechas densas sefialan contactos sinapticos de las regiones
glomérulo-similares.

bastante semejante, encontramos que hay algunos axones de contornos
muy irregulares y con una poblacién numerosa de vesiculas sinépticas
esferoidales, como se observa en la figura 15 y que se localizan central-
mente en estas regiones, estos axones de tipo musgoso estdn rodeados
de numerosos procesos dendriticos entre los cuales se identifican funda-
mentaimente dendritas de células granulosas, algunas otras dendritas no
identificables pero gue podrian corresponder a dendritas de las inter-
neuronas que se localizan en la vecindad y en algunos casos segmentos
citoplasméaticos que pueden corresponder a porciones de ¢élulas granu-
losas y en otros a segmentos de las células de Purkinje. El componente
presindptico mds importante de la regién de las células granulosas de los
cultives, o constituyen estos amplios axones irregulares de tipo musgoso,
que conforman la regi6bn giomérulo-similar ya descrita, sin embargo, otros
elementos ax0nicos pueden ser observados en vecindad a las células granu-
losas 0 entremezclados en la neuropila de estas regiones, por lo general
no forman parte de las regiones glomérulo-similares, algunos de estos
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Fig. 15.— Esta imagen muestra la porcion central de una region glomérulo-
similar; es evidente que la porcian central de esta region esta ocupada por
un axon bastante irregular, con las caracteristicas descritas para los axones
musgosos in situ. El limite del axén ha sido delineado para destacar sus
contornos; obsérvese la alta densidad vesicular de estos axones, asi como
la localizacion central de sus mitocondrias. Numerosos segmentos dendri-
ticos de células granulosas y pequefios axones que contienen vesiculas
irregulares rodean la parte externa del glomérulo.

axones tienen poblaciones de vesfculas sindpticas con caracterrsticas de
vesiculas ovoidales o aplanados vy establecen sinapsis del tipo simétrico
con dendritas de células granulosas y otras, hasta ahora no identificadas;
un ejemplo de esto aparece en la figura 19. Existen segmentos de axones
de tipo irregular, no tan amplios como los que se encuentran en el centro
de las regiones glomérulo-similares y con vesiculas esferoidales (Fig. 18);
que establecen contactos sindpticos con estructuras, algunas de las cuales
pueden ser reconocidas como dendritas de células granulosas y otras no
claramente identificables, que podrian corresponder a dendritas de las
interneuronas de la regibn; estos axones han sido interpretados, también,
como axones musgosos que no liegan a alcanzar grandes dimensiones como
los que se localizan en el centro de las regiones glomérulo-similares. Cuan-
do nuestro territorio de observacién se moviliza hacia fa superficie del cul-
tive v se analiza la regibn en la cual se localiza la célula de Purkinje, la
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Fig. 16.— Esta microfotografia muestra un axon tipo musgoso con la par-
ticularidad de establecer contactos sindpticos miltiples con un segmento
somatico de una célula de Purkinje; alrededor del axon se localizan seg-
mentos dendriticos de otras células. Esta imagen fue relativamente fre-
cuente en el analisis ultraestructural de los cultivos 16-6.

citologfa de estas cultivos varfa sensiblemente, por una parte dejan de ob-
servarse los cuerpos de las céiulas granulosas y fas regiones glomérulo-
similares y aparece una gran cantidad de axones de dimensiones mucho
menores y mas requlares, fos cuales tienen vesfculas sindpticas esferoidales
y establecen contactos sindpticos de tipo asimétrico, con diferentes estruc-
turas que serdn descritas mds adelante (Figs. 20-23). El contorno de las
células de Purkinie en la mayoria de los casos y dependiendo del grado de
diferenciacién, puede presentar numerosas espinas irregulares de tipo
filop6dico, como las que se encuentran en las células de Purkinje in situ,
antes del dia 16 de desarrollo. Estos grandes procesos espinosos, estable-
cen contactos con axones de contenido vesicular esferoidal y de dimen-
siones semejantes a la de las fibras paralelas in situ. En I3 figura 20 se
puede observar un ejemplo de este tipo de contacto sindptico. Estos con-
tactos sindpticos han sido pues interpretados como sinapsis entre fibras
axdnicas de las células granulosas con espinas del cuerpo de las células
de Purkinje. Algunas células de Purkinje gue no presentan este tipo de
espinas somdticas, forman contactos sindpticos en su cuerpo con axones
de tipo musgoso semejantes (Fig. 17). Si ascendemos en ohservacitn a las
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Fig. 17.— Imagen a mayor aumento dende se chservan las sinapsis mitl-
tiples entre un axgn musgoso y el citoplasma de una célula de Purkinje.
Puede ohservarse claramente la alta densidad poblacional de vesiculas
sindpticas y la homogeneidad de sus contarnos esferoidales; en los sitios
de contactos sindpticos, el citoplasma se especializa y forma la densidad
postsinaptica en continuidad con un material filamentoso fino, como
es lo habitual en los contactos sindpticos asimétricos.

regiones que ocupan las dendritas de las células de Purkinje, inmediata-
mente encontraremos una gran cantidad de procesos dendriticos grandes,
que corresponden a las dendritas primarias de las células de Purkinje ro-
deadas de una gran cantidad de procesos, entre los cuales se observan
procesos gliales y fibras de tipo paralelo que corresponden a los axones
de células granulosas y dendritas de células estrelladas (Figs. 21, 22 y 24).

Las grandes dendritas principales de Purkinje tienen las mismas carac-
terfsticas morfoldgicas que ellas poseen in situ. Al microscopio electrdnico
se puede observar su alto contenido en microtiibulos y mitocondrias orien-
tados de acuerdo al eje principal de las dendritas (Fig. 21). Estas grandes
dendritas poseen espinas dendriticas, las cuales establecen contactos sindp-
ticos con axones que contienen vesfculas sindpticas esferoidales (Fig. 21);
estas sinapsis son del tipo asimétrico como ocurre narmalmente in situ; el
conjunto formado por el ax6n de tipo fibra paralela y las espinas dendri-
ticas de células de Purkinje fue observado, en numerosas ocasiones, ro-
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Fig. 18.— En esta imagen podemaos observar un axén irregular que no
alcanza las dimensiones de los axones musgoses y se localiza a nivel de las
celulas de Purkinje. Este tipo de axon establece contactos sindpticos con
des dendritas grandes que corresponden a dendritas de células estrelladas.

B

deado de procesos gliales que conforman los corredores extracelulares de
los complejos sindpticos, en la capa plexiforme del cerebelo {Fig. 21).
Estas dendritas pueden formar sinapsis sobre su tronco principal, como la
ohservada en la figura 21. Muchas de las espinas no se ven en continuidad
con el tallo dendritico, pero de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas,
se conoce que son espinas de los troncos dendr(ticos vecinos, éstas estable-
cen también contactos sinapticos con fibras de tipo paralelo. En las seccio-
nes transversales se pueden observar, con toda nitidéz, las espinas dendr(-
ticas que le dan cierta irregularidad a las dendritas de Purkinje en estos
cultivos (Fig. 22), por otra parte estas secciones transversales demuestran
que las dendritas principales de las células de Purkinje cultivadas no son
siempre fan regulares como lo son in situ, es decir, no tienen un contorno
circular uniforme. Las espinas dendriticas de células de Purkinje cultivadas
en cerebelos sometidos a irradiaciones con rayos-X durante el desarrollo
(36) y las observaciones en cerebelos anormales, debido a alteraciones
genéticas (a6}, se ha descrito que estdn rodeadas por procesos de células
gliales, no estableciendo contacto con elementos presinapticos. Por todo
esto, uno de los objetivos de nuestre estudio fue analizar si las células de
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Purkinje cultivadas podrian establecer o no los contactos sinapticos tipicos
descritos in situ; fue sorprendente encontrar que la mayorfa de las espinas

Fig. 19.— Segmento de la capa plexiforme cerca del nivel de las células
de Purkinje en el cual se observa una sinapsis entre una dendrita pequefia
y un axon que contiene vesiculas aplanadas, este contacto sinaptico es
de tipo simetrico, dado que no se observa densidad postsinaptica signifi-
cante, como en los contactos sinapticos asimetricos.

dendriticas observadas establecran contactos sinapticos con los axones de
las células granulosas, y es de relativa poca frecuencia, que existan espinas
dendriticas rodeadas por procesos gliales, en nuestros preparados. Esto
induce a pensar que las espinas dendriticas se originan porque existe la
informacion programada en el ADN original de estas células y que el efecto
tréfico para su formacion, de los axones que con ella establece contacto
sindptico es de menor importancia. Nuestro criterio es que probablemente
los dos factores son importantes para su creacién, su forma y su namero.
Las dendritas terciarias, al igual de 1o que ocurre in situ, presentan propor-
cionalmente mayor niimero de espinas dendrrticas aunque su didmetro
de seccidn es bastante pequeiio, estas espinas también establecen contactos
sinapticos con fibras de tipo paralelo, sinapsis de tipo asimétrico con un
elemento presindptico que contiene vesfculas esferoidales como la mos-
trada en la figura 24. Con todas estas observaciones podriamos determinar
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que el crecimiento y la diferenciacion de las células de Purkinje siguen los
mismos patranes logradas in situ, la diferencia es numérica, debido a que
las células de Purkinje crecidas in vitre, contienen menor nimero de ele-
mentos citol6gicos diferenciales. En los actuales momentos estamos dedi-
cados al analisis de las células gliales, sus caracteristicas citol6gicas diferen-
ciales y su gliogénesis in vitre, sin embarge, durante ia realizaci6n del pre-
sente estudio, pudimos seguir el desarrollo de algunas células gliales de los

Fig. 20.— Segmento de célula de Purkinje en el cual se pueden apreciar
las espinas somaticas irregulares que emergen de su cuerpo, las espinas esta-
blecen en su gran mayoria contactos sindpticos asimetricos (flecha) con
axones claros que contienen vesiculas esferoidales, los cuales hacen inter-
pretar que estos axones corresponden a los axones de células granulosas.

cultivos de cerebelo 16-6 y podemos decir, hasta el presente, que las cé-
lulas gliales conservan también sus patrones de caracteristicas morfolGgicas
citot(picas. En la figura 25 se muestra un segmento de célula glial, en el
cual se observa parte de su citoplasma con numerosas gliofibrillas, se sefiala
¢sta imagen para indicar que las células gliales en estos cultivos, también
poseen procesos irregulares como ocurre in situ, que se insindan entre el
resto de los procesos celulares confiriéndole la gran irregularidad caracterfs-
tica de estas prolongaciones.
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DISCUSION

La informacion recogida en el presente estudio nos permite hacer los
siguientes alcances en la investigacion neurobiolégica: por una parte estas
observaciones han demostrado que es posible lograr desarrallo fenotfpico
neuronal in vitro, y aqu{ es importante insistir que cuando nos referimos
al desarrollo fenatfpico celular, en nuestros modelas de cultive, las células
pueden ser homologadas a las equivalentes in situ. La mayoria de las téc-
nicas de cultivo sobre sustratos s6lidos tienen el inconveniente de que las

Fig. 21.— Seccion longitudinal de una dendrita principal de la célula de
Purkinje, el dendroplasma muestra las caracteristicas citeldgicas hahitua-
les: gran cantidad de microtibulos orientados longitudinalmente, mito-
condrias y reticulo citoplasmatico liso, En esta fotografia se observa clara-
mente, cOmo una espina establece contacto sindptico con un axon de tipo
asimétrico con vesiculas sindpticas esferoidales. En la parte inferior iz-
quierda de la dendrita se observa un contacto sindptico axodendritico.
El contacto sindptico entre la espina y el axon esta rodeado por procesos
gliales que forman corredores extracelulares alrededor de él

células, para adaptarse al medio de cultivo, deben maodificar su morfologra
a tal extremo, que el aspecto externc de dstas se modifica sustancialmen-
te. Crain y col. {1115) han demostrado que funcionalmente estas células
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Fig. 22.— Seccifin transversal de una dendrita de una célula de Purkinje,
en la cual se ohserva la emergencia de espinas dendriticas, una de las cua-
les, la superior esta rodeada por procesos gliales sin que se gbserve en este
plano de seccibn, ninglin contacto sindptico. Una célula estrellada es
ohservahle en el extremo derecho de esta fotografia, esta célula muestra
las caracteristicas citoldgicas habituales incluyendo la irregularidad nuclear
que es manifiesta en la imagen.

pueden ser homologables, perc nuestra experiencia sefiala que si bien esto
es cierto, la morfologfa de estas células es sustancialmente diferente, Ya
desde los cldsicos trabajos de Paul Weiss {4s), es conocido, que la adhesi-
vidad celular al medio sélido de soporte en los cultivos, imprime a las cé-
lulas necesidades motoras y de sobrevida, que hacen que éstas se modifi-
quen cuando son cultivadas en estos medios. En nuestros modelos, hemos
utilizado, como se sefiald en materiales y métodos, las técnicas desarro-
lladas por Moscona (2a-25) desde el afio 1952, esta téenica, originalmente
empleada en la preparacién de cultivos de células disociadas ha sido modi-
ficada en nuestro laboratorio, para producir cuitivos celulares a partir de
células disociadas o a partir de grupos neuronales Integros, esto equivale
a decir que cultivamos circuitos neuronales seleccionados que se toman
a diferentes edades embrionarias y se propicia la diferenciaci6n del circuito
en el medio de cultivo; hacemos este sefialamiento porque consideramos
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Fig. 23.— Esta imagen a mayor aumento, muestra una dendrita de Purkinje
secundaria con la emergencia de dos espinas dendriticas, las cuales estin
radeados por procesas gliales y aparentemente no forman sinapsis. En
estos casos es dificil determinar si se debe al plano de corte o que en efecto
estas espinas estan desprovistas de su elemento presinaptico.

importante clarificar en que se basan las modificaciones que hemos intro-
ducido, para poder ghtener neuronas citotipicas. Por otra parte, hemos
logrado, ademés de la diferenciacion de neuronas especrficas, las conecti-
vidades tipicas de los circuitos, obviamente no nos referimos a aquellas
conectividades que por la misma naturaleza de ia obtenci6n del fragmentao,
no pueden estar en ellos, como las aferentes al circuito que lo relacionan
con grupos neuronales distantes.

En términos de diferenciacién neuronal, nuestros resultados han sido
inesperadamente satisfactorios, dado que las espectativas en estos modelos,
inicialmente eran de que las células alcanzasen como méximo el 40% de
desarrollo fenotfpico final; se hacfa esta consideraci6n debido a que asu-
mimos que las aferencias cerebelosas eran indispensables para la diferencia-
¢i6n neuronal y como en la preparaci6n de los cuitives estas aferencias
eran eliminadas, suponfamos que la diferenciacién se verfa significativa-
mente reducida. E|l encontrarnos con buena diferenciacion, sin las aferen-
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Fig. 24.— Seccion transversal de una dendrita terciaria en la cual se observa
una espina emergente gue estahlece un contacto sindptico con un elemento
presindptico de células granulosas. Obsérvese el contenido de vesiculas
esferoidales y el origen de la bulbosidad presinaptica a partir de una fibra
muy fina.

cias, puede inducir a pensar, que los factores mds importantes en la dife-
renciacién neuronal, son tan sélo aquellos determinados por el programa
genético de cada conjunto de células y de cada célula en particular, més
adelante discutiremos acerca de este punto.

Tres tipos de neuronas debemos considerar en nuestros modelos
de cultivo de cerebelo 16-B, o sea, las células de Purkinje, las células gra-
nufosas y el conjunto de las interneuronas cerebelosas, Las células de los
ndcleos cerebelosos también fueron eliminadas, por lo tanto no podemaos
incluirlas; para su eliminacién se procedié cuidadosamente a seleccionar
los fragmentos de cortes tangenciales del cerebelo embrionario, esta opera-
cidn se hace utilizando un microscopio estereoscbpico que permite con
seguridad, la realizaci6n de tal manipulaci6n.

Las neuronas de Purkinje, como sefialamos anteriormente, tienen todas
las caracter(sticas morfolégicas que las definen como tal, cuantitativamen-
te alcanzan un desarrollo equivalente a un 70% a 75% del normal, con esto
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Fig. 25.— Esta fotografia muestra un segmento de celula glial, la cual se
identifica por la gran cantidad de microfilamentos que se observan en su
citoplasma, notese ademas los procesos irregulares que se introducen entre
las estructuras del parénquima, envalviendo los pequefios axones y den-
dritas que estan en su vecindad.

gueremos decir que el ndmero de espinas dendriticas es significativamente
menaor, pero que el niimero de ramas dendriticas terciarias llega al mismo
niimero que estas células poseen in situ. El cuerpo como ya mencionamas,
tiene su tipica morfologfa piriforme y un axdn se desprende de la parte
inferior de él. Las células granulosas alcanzan también sus caracterfsticas
fenotipicas, quizds la dnica modificacién digna de senalar es que no for-
man las “garras’” dendrfticas terminales como ocurre in situ, esto puede
ser debido a que los elementos propios aferentes a estas dendritas, han
sido removidos en la preparacién de los cultives. Las interneuronas ad-
guieren una morfologfa muy variable, 1o cual puede ser debido en parte,
a que evidentemente la organizacion cerebelosa, su arquitectura precisa
en capas, no se reproduce con la misma fidelidad en estos cuitivos, en con-
secuencia es diffcil diferenciar si se trata de células de Golgi o células estre-
Hadas. Fue posible observar axones con las caracterfsticas de axones inhi-
bitorios, que definen a los bulbos terminales de las células estrelladas del
cerebelo y de las células de Golgi (Fig. 19). El desarrollo y citotipia alcan-
zados por todas estas células nos permiten concluir que los modelos de
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Figs. 26, 27.— Este conjunto de camaras licidas muestra el crecimiento
in vitro de las células de Purkinje {Fig. 27} compardndose con el crecimien-
to normal in situ {Fig. 26). Puede observarse ficilmente como los pasas
transicionales morfoldgicos mas importantes se repiten in vitro. Entre el
dfa 11 al dia 16 in situ existen pocas modificaciones morfolagicas signi-
ficativas, esto quiere decir que las células de Purkinje del dia 11 al 16 no
se diferencian aunque hayan alcanzado su topotipia. A partir del dia 16
se ohservan las modificaciones que inician y completan la diferenciacion
hasta un dia después de nacido; igual fenomenclogia aunque en menor
dimensién, puede ser demostrada en las neuronas cultivadas in vitro,
nitese que cuando se cultivan neuronas de fragmentos provenientes de
embriones de 10, 12 y 14 dias de edad no se observa una franca diferen-
ciacidn, pero cuande se toman fragmentos de cerebelo de embriones de
16 dfas, la diferenciacion es definitiva. Todas las células fueron cultivadas
por el mismo periodo de tiempo (6 dias).

cultivos (ntegros rotatorios constituyen un dispositivo experimental de
gran importancia en futuras investigaciones en neurobiologia dado que
como hemos sefialado, no solamente las células alcanzan sus caracterys-
ticas morfoltgicas finales, sino que establecen los contactos intercelulares
apropiados. Esto nos permite contar con un conjunto o circuito de células
nerviosas in vitro, al cual pueden disefdrsele numerosos experimentos
biogquimicos, farmacoldgicos, fisioldgicos, y atin morfol6gicos, sin que se
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tengan todas las variables que hay que enfrentar cuando se realizan expe-
rimentos en el animal vive.

Una revision a la literatura, nos permite afirmar que es la primera vez
que se obtienen altos grados de diferenciacién neuronal in vitro, en fu-
turos experimentos esperamos poder realizar cultivos neuronales en los
cuales se mezclen dos grupos de circuitos interactuantes in situ, por ejem-
plo, esperamos poder hacer cultivos mixtos de médula espinal y cerebelo,
En cuanto a la sinaptologia de estos cultives 16-B, hay unos hechos impor-
tantes de enfatizar; ha sido posible reproducir la sinaptologra tipica del
cerebelo, es decir, podemos considerar que estos modelos son sinaptot(-
picos, no solamente en términos de las conectividades apropiadas, como
indicamos en los pardgrafos anteriores, sino también que los aparatos
sinapticos tienen las mismas caracteristicas que tienen sus equivalentes
in situ, asf, las espinas dendrfticas de las células de Purkinje establecen
contactos de tipo asimétrico con axones que tienen todas las caracterfs-
ticas morfol6gicas de los axones de células granulosas; se pudo establecer
que estos axones de células granulosas forman también contactos sindp-
ticos con los troncos de las dendritas de células de Purkinje o con dendritas
no bien identificadas hasta ahora, pero que supuestamente pertenecen a
las dendritas de las células estrelladas. Por otra parte estos axones pueden
establecer contactos sinapticos, en una proporcién no muy alta, con
espinas y somas de células de Purkinje, esto es un hallazgo importante
de describir porque constituye una variedad diferente a lo que habitual-
mente ocurre in situ en el animal adulto. Sobre dendritas y somas de
células de Purkinje se observan sinapsis del tipo simétrico, que correspon-
den a sinapsis retenidas como de tipo inhibitorio; este tipo de sinapsis
es importante que se desarrollase, debido a que con ello sabemos que pue-
den producirse los mecanismos modulatorios de estos circuitos, es decir,
estos circuitos requieren para su mantenimiento, no solamente de sinapsis
excitatorias sino también de sinapsis inhibitorias que contribuyan a man-
tener su fisiologismo con efectos tréficos de depolarizacién e hiperpola-
rizacién, dentro del mismo circuito. Preveemos que este mecanismo es
itil no solamente para mantener un mfnimo fisiologismo dentro del cul-
tivo, sino un balance idnico satisfactorio para la sobrevida de estas neuro-
nas, Las sinapsis de tipo inhibitorio, que se caracterizaron morfoldgica-
mente porque establecfan contactos de tipo simétrico vy porque el elemen-
to presindptico contiene vesfculas polimorficas, pensamos que correspon-
dan a terminales ax6nicos de las interneuronas de la corteza cerebelosa
que se desarrollaron in vitra, sin poder precisar si se tratan de homobiogos
de las células de la capa plexiforme o equivalentes de las células de Golgi,
en este sentido preferimos interpretarlas como interneuronas corticales,
sin pretender diagnosticar a que tipo de interneuronas corresponde cada
una de elias. Lo mds importante de destacar desde el punto de vista sinap-
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toldgico y de la biologia celular en general, en estos cultivos, fue la pre-

sencia en ellos, en las regiones glomerulares de un axdn irregular y de gran-
des dimensiones, que establece contactos sindptices multiples con las den-
dritas de células granulosas y que morfaldgicamente puede ser homsologado
a los axones musgosos que normalmente se encuentran en los glomérulos
cerebelosos in situ, Este tipo de terminal nos hace reflexionar en que esta
clase de axdn no puede estar en nuestros cultivos, debido a que las fibras
musgosas tienen origenes muy variados en el encéfalo de los vertebrados,
pero que cualquiera de estos or{genes estd muy lejos de la corteza cere-
belosa, histolégicamente hablando, en consecuencia si nuestra metodologia
fue la de preparar los cultivos de fragmentos corticales, es imposible mecé-
nicamente, tener las células que dan origen a estos axones como contami-
nantes de los cultivos. A pesar de ser esto asf, la presencia de este ax6n
hizo que nos formuldramos la pregunta inicial en el sentido de si ellos
gran el producto de algiin contaminante celular, duda que también se la
plantearon Kim {20} y Wolff y Dubois-Daicq (a0} en sus publicaciones
relacionadas a cultivos de cerebelo; a diferencia de elios nos dedicamos a
disefiar una serie de experimentos que permitiesen sin lugar a dudas, des-
cartar la posibilidad de contaminacién celular; para esto procedimos,
como mencionamos con anterioridad, usando un microscopio estereos-
¢opico, para remover solamente la porcidn cortical y una vez aclarado que
no se trataba de contaminantes, nos dedicamaos sistemdticamente a seguir
en secciones seriadas, €l origen probable de estos axones; sabiamos que
contdbamos con tres tipos de células que podian producir esta clase de
ax6n, las células gliales fueron descartadas por razones obvias; un grupo de
células lo constituran las células de Purkinje, que son un componente
importante en la produccion de sinapsis simétricas con axones muy pe-
quefas e irregulares que forman contactos, también pequefios; en conse-
cuencia este tipo de célula tuvo que ser descartade como productor de los
axones musgosos, guedindonos dos grupes importantes de células, las
células granulcsas y las interneuronas. Siguiendo axones de células granu-
losas, encontramos que estos axones en un determinado momento de
recorrido, se ensanchan significativamente y producen bulbos mucho mas
grandes que los formados normalmente in situ, estableciendo contactos
sindpticos con las espinas de las células de Purkinje, estos axones se dilatan
en las regiones vecinas a los arboles dendriticos de las células de Purkinije,
pero algunos axones de células granulosas que se dirigen en profundidad,
por debajo de las células de Purkinje, producen bulbosidades bastante
grandes e irregulares, esto fue demostrado tanto con el método de Golgi
como en secciones seriadas al microscopio electrénico, en consecuencia
nuestra conclusién es que los axones de tipo musgoso gue se localizan
en el centro de las regiones glomerulo-similares, son axones de las células
granulosas que se han modificado significativamente, para poder lograr
producir este tipo de terminales presindpticas. Los axones de células estre-
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lladas fueron descartados también, como originadores de este tipo de axdn,
porque se logrd seguir estos axones y solo producen elementos presinap-
ticos pequefios con vesiculas aplanadas y que forman sinapsis simétricas;
ademads era Ifcito suponer que fas células de Purkinje y las interneuronas
formasen sinapsis simétricas con elementos presinapticos conteniendo
vesfculas ovoidales o aplanadas como ha sido ampliamente aceptado in
situ (as). La formacién de estos axones in vitro nos plantea una tesis im-
portante de trabajo, ta cual estd relacionada con el hecho de que aparezca
en un sisterna neuronal dado, una estructura celular que no debfa aparecer
por razones estrictamente mecénicas; su presencia en este conjunto celular
indica que ella es el producto de la modificacion apropiada de uno de los
elementos constituyentes del conjunto celular. Esta transformacidn de
la fenotipia de una célula por otra, escapa a lo que en biclog(a se conoce
como determinismo biolbgico, es diffcil aceptar que una neurona post-
mitdtica contenga en su programa genético la posibilidad de transformarse
en un elemento determinado que estd ausente en un circuito neuronal
dado, sin embargo, esto parece ser el caso en estos cuitivos de cerebelo
16-6, en el cual el ax6n de las células granulosas se modifica para adquirir
finalmente las caracteristicas citol6gicas del axén musgosa ausente en el
circuito, Sabemos que en el circuito cerebeloso fa aferencia maltiple la
constituyen las fibras musgosas, ya que estas fibras son un axan que esta-
blece contacto sindptico con numerosas células granulosas simultdnes-
mente y amplifica su efecto a través de estas células, las cuales a su vez,
contactardn a las células de Purkinje para cerrar el circuito musgoso-
Purkinje; en estos cuitivos donde falta la fibra musgosa existe la necesidad
de mantener activo el circuito y probablemente, la tnica manera que en-
contraron estas células en cultive, para mantener la actividad eléctrica
amplificada del circuito fue la de modificar el axén de las fibras granulosas
hasta adquirir las caracterssticas de los axones musgosos y poder contactar
de esta manera, simultdneamente numerosas células granulosas, por otra
parte este es el ax6n mds susceptible de ofrecer tal cambio. Estas estruc-
turas fueron encontradas consistentemente en los cultivos hasta ahora
examinados. Si esta hipOtesis resulta ser correcta, nos encontrariamos
entonces con que un elemento de un circuito dado in vitro puede modi-
ficar su desarrollo para adquirir las caracteristicas de otra célula no in-
clurda en el circuito, pero cuyo axdn es de importancia significante para
el mantenimiento de este, Una informacién que apoya esta hip6tesis de
trabajo fa constituye el hecho de que aquelios circuitos en los cuales qui-
rirgicamente no se incluyd cuantitativamente un niimero proporcionado
de células perecen y las neuronas son sustituidas por células gliales, vale
decir que cuando ng existe un balance entre las células granulosas y las
otras neuronas, no se produce el cambio observado. Los factores que
inducen a las células granulosas a modificar su ax6n, para adquirir el
aspecto de los axones musgosos requieren de futuras investigaciones in-
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munolbgicas y neuroquimicas que intenten determinar los factores causa-
les de este intrigante fenémeno neurobioldgico.
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ABSTRACT

In vitro histotypic differentiation of the cerebellar cortex. Palacios-Prii E.,
Palacios L., Mendoza B., R.V. {Centro de Microscopia Electronica. Facul-
tad de Medicina, Universidad de los Andes. Apartado 163. Meérida 5101-A.
Meérida, Estado Mérida, Venezuela). Invest Clin 21(2): 67107, 1986.--
Cerebellar cortex rotary cultures were prepared from chick embryos cere-
bellum at different ages of development. The samples were incubated
during 6 days, at 37°C and oxigenated every 24 hours. This procedure
allows to obtain different sequential grades of neurona! differentiation of
the cerebellar cortex, as well as to determinate the critical period of ma-
turation of the cortical cells. Before day 15 of in situ development the
removed embryonic cortex was not suitable to produce well differentiated
cerebeliar cultures. When the cultures were prepared with cortical frag-
ment from 16 days-oid chick embryos best results were obtained. These
results indicate that the critical period of cerebellar differentiation is
around day 15 of development. Within histotypic culture we were able
to observe 70% of the phenotypic morphological characteristics of the in
situ cerebellar cortex, not only from a cytological point of view but sinap-
tologically and cytoarchitectonical speaking.
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