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INTRODUCCION

En afios recientes se han publicado varios estudios, en los
cuales se ha hecho especial énfasis en la estructura fina de las den-
dritas, en diferentes regiones del sistema nervioso (Pappas y POr-
pura, 1961; De Lorenzo, 1961; Gray, 1959; Palay, 1956, 1964;
Peter and Palay, 1966). Asi mismo, algunas de las caracteristicas
submicroscépicas de las dendritas de Purkinje de diversos ver-
tebrados, tales como cobayos, ratas, gatos y monos, han sido
descritas por varios autores (Hager, 1961; Fox, 1962; Herdon,
1963; Fox y colaboradores, 1964; Hamori y Szentagothai, 1964).

En el curso de un estudio sistemdiico de la corteza cerebelosa
del ratén, realizado en nuestro laboratorio, hemos creido con-
veniente reportar nuestros hallazgos sobre la estructura fina de
las dendritas de Purkinje, estudio adn no existente en la literatu-
ra, en un intento por proveer la informacién estructural adicional
y necesaria para la interpretacién de las propiedades fisiolégicas
de las dendritas de Purkinje, para el estudio de sus relaciones
sindpticas con las fibras aferentes, y para el estudio compara-
tivo de la morfologia dendritica en diferentes regiones del sis-
tema nervioso.

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron ratones albinos suizos, cuyo peso oscilaba
entre 20 a 35 gramos, los cuales fueron anestesiados con inyec-
cién intraperitoneal de 0.20-0.30 mgrs. de Nembutal (Pentobar-
bital sédico de los laboratorios Abbott) por gramo de peso cor-
poral. Se practicé la fijacién del sistema nervioso central me-
diante la técnica de perfusién vascular, popularizada por Palay
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y colaboradores # y modificada por nosotros ?, para adaptarla al
ratén albino suizo.

Los animales recibieron respiracién artificial con carbégeno
(mezcla de 969% de oxigeno y 4% de anhidrido carbénico),
para evitar alteraciones estructurales por hipoxia. El liquido de
perfusion utilizado fue la solucién de glutaraldehido al 1% en
solucién tampén 0.2M de fosfato de sodio, a pH de 7.4 y osmo-
laridad de 380-410 mOsm/litro. La osmolaridad de la solucién se
determiné mediante el método crioscépico, utilizando osmémetro
Fiske, modelo G; calibrado con soluciones patrones de cloruro
de sodio de 100 y 500 mOsm/litro. Una vez completada la
perfusién, se aislé cuidadosamente el sistema nervioso central y
se fomaron muestras de la corteza cerebelosa, las cuales se lavaron
por dos horas en solucién tampén de fosfato de sodio, de com-
posicién similar a la utilizada en el liquido de perfusién. Bloques
pequefios de 1-2 mm, se fijaron secundariomente en solucién al
1% de tetradxido de osmio en solucidn tampén O. 1 M de fos-
fato de sodio, @ un pH de 7.4 y osmolaridad de 210 mOsm /litro.
Se hizo deshidratacién en concentraciones crecientes de etanol
y en dos pasajes sucesivos por éxido de propileno, y se incluyé
en Epén. Para estudiar la histologia de la capa molecular de la
corteza cerebelosa se hicieron secciones gruesas, de 0.5-2 micras
de espesor, antes de realizar las secciones finas. Estas ltimas se
obtuvieron con ultramicrotomo LKB, provisto de cuchilla de vi-
drio; se recogieron sobre rejillas de cobre, cubiertas con una peli-
cula de Formvar y estabilizadas con un bafo de carbén. Se co-
lorearon con solucién saturada de acetato de uranile' o citrato
de plomo a pH altof y se observaron con microscopio electréni-
co Siemens Elmiskop |, provisto de una apertura de 50 micrones
en el objetivo. las estructuras submicroscépicas de las micro-

fotografias electronicas se midieron con una méquina Universal
Cambridge.

RESULTADOS

Las dendritas de Purkinje constituyen las prolongaciones més
grandes de la capa molecular de la corteza cerebelosa. Se bifur-
can en ramas primarias, secundarias y terciarias, siguiendo un
plano perpendicular a la hoja cerebelosa?’, Se caracterizan
por poseer abundantes membranas del reticulo endoplasmatico,
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ribosomas libres, canaliculos dendriticos, numerosas mitocon-
drias densas y alargadas, con sus crestas dispuestas longitudi-
nalmente, en paralalelo con el eje mayor de la prolongacién. Se
observaron de 4 a 16 mitocondrias por cada 10 micrones de largo
de la dendrita. Estos organelos parecen aumentar hacia las den-
dritas mds pequefias (Fig. 1, 2, 3 y 8).

El reticulo endoplasmdtico muestra un arreglo especial, que
designaremos con el nombre de sistemas cisternales endoplasma-
ticos (Fig. 1-7). Las cisternas de estos sistemas se agrupan ge-
neralmente en sentido paralelo, en nimero de 2 a 10, y son a-
proximadamente de 0.2 a 1 micras de longitud. No hemos ob-
servado ribosomas adheridos a la superficie externa de lgs mem-
branas limitantes” de estas cisternas, ni continvidad de estas
membranas con aquéllas del reticulo endoplasmatico. Estas cis-
ternas son de 120 a 240 A de ancho, y su contenido es electrd-
nicamente transparente. La membrana limitante de cada cisterna
es de aproximadamente 80 A de grosor, y muestra la estructura
triple caracteristica de las membranas celulares (Figs. 5, 6 y 7).
El espacio existente entre las membranas limitantes de cada cis-
terna es de aproximadamente 70-110 A y contiene un material
electrénicamente més denso que el resto del citoplasma dendri-
tico. En algunas microfotografias electrénicas, las cisternas se
observan considerablemente distendidas, siendo de aproxima-
damente 0.09 a 0.2 micras de ancho. A pesar de su distensién,
el espacio entre las membranas limitantes de las cisternas se man-
tiene constante, lo cual sugiere que el material existente entre las
membranas actba como una substancia cementante. Estos siste-
mas cisternales se hallan siempre en intima relacién topogréfica
con las mitocondrias.

De la superficie de las dendritas de Purkinje emergen nu-
merosas prolongaciones colaterales o espinas dendriticas (Fig. 3
y 9) que estén formadas por un cuerpo, redondeado u oval, y un
pediculo que las une al tallo dendritico principal. Estas espinas
miden hasta 3.7 micras de largo y hasta 0.5 micras de didmetro y
su citoplasma contiene membranas del reticulo endoplasmatico
liso. En algunas microfotografias electrénicas, se ha observado
una estructura semejan‘e al aparato espinoso descrito por Gray'?

Cubriendo casi completamente las dendritas de Purkinje
se halla un citoplasma claro, de naturaleza glial (Figs. 1, 2, 3, 8
y 9), el cual presumiblemente corresponde a los astrocitos de
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Fig. 1. Dendrita de Purkinjo (dP) mostrando, a lo largo de su rje
longitudinal, los canaliculos dendriticos (flecha) dispuestos en sen-
tido paralelo. Se observan ademés las mitocondrias (M) y los sis-
temas cisternales endoplasmiticos (flechas paralelas). El citoplas-
ma glial (G) que cubre a Ias dendritas de Purkinje muestra inclu-
siones densas. Magnificacion: 24.000X.

Fig. 2. Dendrita de Purkinje (dP) mostrando las mito-
condrias (M) y los sistemas cisternales endoplasmiti-
cos (flechas), ubicadas inmediatamente por debajo de
Ia membrana celular. Las fibras paralelas (fp) estin
separadas de Ias dendritas de Purkinje por un cito-
plasma de naturaleza glial (G). Magnificacion: 28:000X.



Fig. 3. Microfotografia electrénica mostrando una den-
drita de Purkinje (dP), la cual contiene mitocondrias
(M) y un sistema cisternal endoplasmético (flecha). En
su vecindad se observan dos terminales presinfipticos (1,
2) los cuales muestran gran cantidad de vesiculas sindp-
ticas, La dendrita de Purkinje se halla rodeada por un
cltoplasma claro de naturaleza glial, presumiblemente fi-
bras de Bergmann (G). El citoplasma glinl separs los
terminales sindpticos de las dendritas de Purkinje, Mag-
nificacion: 28.000X.

Fig. 4 Seccién transversal de una ramificacién dendritica de Purkinje
mostrando las mitocondrins (M), los sistemas cisternales endoplasmiti-
eos (flechas en cruz) y los canaliculos dendriticos (flecha). Magnifica-
cion: 54.000X,

Fig, 5. Sistema cisternal endoplasmatico de una dendrita de Purkinje,
cortado en sentido paralelo a su eje longitudinal, La membrana limi-
tante de cada cisterna muestra la estructura triple caracteristica de las
membranas celulares. Magnificacion: 90.000X.

Fig. 6. Membranas limitantes de las cisternas endoplasmiticas (flechas)
ubicadas entre dos mitocondrias (M1 y M2), Coloracién con citrato de
plomo. Magnificacion: 75.000X.



Fig. 7. Microfotografia electréonles de alta resolucién mostrando la
estructura trilaminar de las membranas limitantes de las cisternas
endoplasméiticas (flechas). Obsérvese su intima relacién con lns mi-
tocondrias (M1, M2, M3, M4). Magnificacion: 120.000X.

Fig. 8. Ramificacion dendritica de Purkinje (dP) rodeada por numerosas sinapsis
espinosas (flechas). Nitese ol revestimiento glial (G) alrededor de los contactos
sindpticos. Magnificacién: 36.000X.



Fig. 9. Seccibn fransversal de una ramificacion dendritica de Purkinje (dP), Las
flechas sefinlan el sitfo de emergencia de las esplnas dendriticas, Se observan dos
terminales sindpticos (1, 2) en contacto con ln superficie dendritica ubicada entre
las espinas dendriticas. En su inmediata vecindad se observa una compacta neuro-
pila formada por sinapsis espinosas (flechas en eruz) y citoplasma glial (G), Mag-
nificacion: 36.000X.

Bergmann (8,9). Este citoplasma rodea a las espinas dendriticas
y a los contactos sindpticos espinosos. Las espinas dendriticas
de Purkinje atraviesan la capa glial para establecer contacto
sindptico con las fibras paralelas. En las microfotografias electrs-
nicas de baja resolucién (Figs. 3 y 8) se observa un engrosa-
miento considerable de la membrana de la espina dendritica, a ni-
vel del contacto sindptico, debido a la existencia de un material
electrodenso unido a su superficie citoplasmdtica.

Las espinas dendriticas constituyen solamente una parle de
la superficie postsindptica de las dendritas de Purkinje. Se obser-
van, ademas (Fig. 9), terminales sindpticos caracterizados por la
presencia de microvesiculas y mitocondrias, en contacto con el cuer-
po de la dendrita 'y los cuales, presumiblemente, corresponden @
las fibras trepadoras o a los axones de las células estrelladas.

Los contactos sindpticos de las dendritas de Purkinje con las
fibras paralelas, semejan al tipo | descrito por Gray 2. En la vecin-
dad de las dendritas de Purkinje (Fig. 9) se observan numerosos
botones sinapticos, redondeados u ovales, caracterizados por la
presencia de vesiculas sindpticas y mitocondrias. Estos botones si-
ndpticos corresponden a las principales fibras aferentes a las
dendritas de Purkinje: fibras paralelas o axones de las células
granulosas, fibras trepadoras, axones de células estrelladas, co-
laterales recurrentes de los axones de las célulos de Purkinje y
a los colaterales ascendentes de las células de cesta. Las rela-
ciones sinapticas de las dendritas de Purkinje con las fibras para-
lelas, trepadoras y con los axones de las células estrelladas, se-
rén objeto de préximos trabajos'.

DISCUSION

El estudio de las caracteristicas submicroscépicas de las den-
dritas de Purkinje es importante para una mejor comprensién de
los mecanismos de propagacién del impulso nervioso a lo largo
de uno de los sistemas dendriticos mds elaborados del sistema
nervioso. Algunas de las estructuras submicroscépicas observadas
en las dendritas de Purkinje, tales como las mitocondrias, los ri-
bosomas y el reticulo endoplasmético, han sido descritas tam-
bién en el soma de la célula de Purkinje (Herndon, 1963), y
muestran defalles ultraestructurales similares, a los ya reportados
por otros investigadores en las dendritas de diferentes vertebra-
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dos*!15208.28 | os canaliculos dendriticos parecen ser las Uni-
cas estructuras diferenciales existentes entre las dendritas y el
soma neuronal de Purkinje. Los registros electrofisiolégicos efec-
tuados por Granit y Phillips'®, no han mostrado una respuesta es-
pecial de este gran sistema dendritico.

Los sistemas cisternales observados en las dendritas de Pur-
kinje constituyen un arreglo especial del reticulo endoplasmd-
tico y muestran en su disposicion, cierta semejanza con el apara-
to espinoso descrito por Gray'? y Gray y Guillery”, a nivel de la
porcidn basal de las dendritas de la corteza cerebral y de la mé-
dula espinal. No hemos observado hasta ahora, la asociacién de
estas membranas con los ribosomas, ni las placas densas, descri-
tas por los autores, situadas entre las membranas limitantes de
las cisternas, las cuales podrian ser debidas a depésito del dci-
do fosfotlngstico utilizado en el procedimiento de preparacién
del tejido. los sistemas cisternales endoplasmdticos, muestran
tombién semejanza con los cuerpos laminares descritos por Hern-
don en el citoplasma de las células de Purkinje'é, con las cister-
nas superficiales observadas en el ganglio actstico”” y con los
sacos endoplasmaticos descritos por Morales y Duncan'”.,

Lla significacién funcional de este arreglo membranoso es
hasta ahora desconocida. Segin Herndon'’, la formacién de es-
tos cuerpos laminares podria ser debida a varias causas, entre ellas,
a la temperatura del fijador: la accién del tetradxido de osmio frio;
o a la presién de la cuchilla utilizada para seccionar los tejidos,
parcialmente fijados. Nuestro estudio nos permite descarfar que
este arreglo sea provocado por el tetradxido de osmio frio, ya
que hemos fijado primariamente, por perfusién con glutaraldehi-
do @ temperatura ambiente. Nimwegen y Sheldon™ consideran
que los cuerpos laminares son un arreglo del reticulo endoplas-
matico producido durante la anoxia del tejido. En nuestro estudio,
durante la técnica de perfusién se utilizé un sistema de respira-
cidén artificial con carbégeno lo cual descarta parcialmente esta
posibilidad. La utilizacién de este procedimiento experimental, su-
giere que estos sistemas membranosos podrian ser arreglos del
reticulo endoplasmético existente en la célula viva, aunque no se
descarta la posibilidad de que sean un ordenamiento provocado
por el glutaraldehido. Los hemos observado ademds, en las den-
dritas de Purkinje de la corteza cerebelosa de pacientes con tu-
mores de la fosa posterior, en donde existen zonas de tejido ede-
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matoso. En estos casos, los sistemas cisternales pierden su regu-
laridad y se observan considerablemente distendidos (observacio-
nes no publicadas). Esto indica cierto grado de plasticidad fun-
cional; probablemente se trata de estructuras existentes en el te-
jido vivo, distendidas por el liquido de edema. Ademds, su aso-
ciacion con las mitocondrias, sugiere que puede tratarse de sis-
temas utilizadores de los productos sintetizados en las mitocon-
drias o donadores de substratos para el metabolismo mitocondrial.
Podria tratarse de estructuras relacionadas con la utilizacién de
fosfatos de alta energia, en la forma ya sugerida por Herndon'’
o bien, en relacién con la biosintesis de fosfolipidos estructurales
o con los mucopolisacdridos.

Numerosas prolongaciones colaterales o espinas dendriti-
cas emergen de las ramificaciones secundarias y terciarias de
Purkinje. Estas espinas constituyen una de las zonas receptoras
postsinapticas y reciben los terminales sindpticos de las fibras
paralelas® . Se observaron terminales sindpticos en contacto
con la dendrita de Purkinje, en la superficie ubicada entre las es-
pinas dendriticas. Esto indica, que ademds de las espinas den-
driticas, la superficie de las ramificaciones dendriticas constitu-
yen también zonas receptoras postsindpticas.

Las dendritas de Purkinje y sus espinas dendriticas se hallan
cubiertas por un citoplasma glial, probablemente continuacién de
aquel que envuelve el cuerpo de la célula de Purkinje® y que, pre-
sumiblemente, corresponde a los astrocitos de Bergmann?, Este
citoplusma fue identificado erréneamente por Herndon'® como
perteneciente a las fibras trepadoras. En la actualidad se desco-
noce la significacién funcional de la intima relacién de los astro-
citos de Bergmann con las dendritas de Purkinje. Probablemente
estdn relacionados con el intercambio de agua e iones, en la for-
ma como ha sido considerada por De Robertis, Gerschenfeld y
Wald, en los astrocitos cerebrales®,

Se han observado numerosos botones sindpticos, densamen-
te distribuidos alrededor de las dendritas de Purkinje, que con-
tienen mitocondrias y vesiculas sindpticas. Esto demuestra que
estas dendritas son excitables quimicamente. Estas imagenes no
nos permiten excluir su excitabilidad o inexcitabilidad eléctrica.
La cantidad de botones sindpticos que rodea a las dendritas se-
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cundarids y terciarias de Purkinje, es numerosa. Aparentemente,
la densidad de los botones sindpticos, no disminuye a medida
que nos alejamos del cuerpo celular, como ha sido cbservado
en las dendrifas de las neuronas motoras®. Esto indica que las
mas finas ramificaciones de las dendritas de Purkinjer son fun-
cionalmente activas.

RESUMEN

Muestras de la corteza cerebelosa de ratén se fijaron, por
perfusién vascular, con glutaraldehido al 1%, en solucién
tampén de fosfato de codio a pH de 7.4 y osmolaridad de
380-410 mOsm/litro. Se fijaron secundariamente en solu-
cién al 1% de tetradxido de osmio, en solucién similar «
la del liquido de perfusién y se incluyeron en Epédn. Se hi-
cieron secciones finas con ultramicrotomo LKB, las cuales
se fiferon con acetato de uranilo y citrato de plomo y se ob-
servaron con microscopio electrénico,

Las dendritas de Purkinje contienen abundantes membra-
nas del reticulo endoplasmatico, ribosomas libres, mitocon-
drias alargadas, canaliculos dendriticos y un arreglo espe-
cial del reticulo endoplasmético: los sistemas cisternales ende.
plasmaticos.

Se discute la existencia de los sistemas cisternales endoplas-
maticos como un arreglo membranoso existente en la célu-
la viva.

La superficie de las ramificaciones dendriticas de Purkinje
y las espinas dendriticas, constituyen zonas receptoras post-
sindpticas.

Las dendritas de Purkinje y sus espinas dendriticas se hallan
cubiertas por un citoplasma glial, el cual presumiblemente co-
responde a los astrocitos de Bergmann.

SUMMARY

Mouse cerebellar cortex was fixed by the vascular perfusion
technique using one per cent solution of glutaraldehyde
—sodium phosphate buffer, the pH as 7.4 and osmolarity
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of 380 — 410 mOsm/liter; postfixed in 1% osmium tetroxide
— sodium phosphate buffer solution, embedded in Epén,
stained with uranyl acetate or lead citrate and examined
with the electron microscope.

Purkinje cell dendrites show numerous endoplasmic reticu-
lum membranes, free ribosomes, elongated mitochondria,
dendritic canaliculi and an unusual arrangement of the endo-
plasmic reticulum: the endoplasmic cisternae systems.

The endoplasmic cisternae system is discussed as @ membra-
nous array existing in the "in vivo' condition.

The surface of the Purkinje cell dendritic branches and the
dendritic spines represents the postsynapfic receptor zones.

Purkinje cell dendrites and its spines are covered by a glial
sheath, which presumably belongs to the Bergmann astio-
cytes.
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