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RESUMEN

El cerebelo es una estructura involucrada principalmente en el control de la
postura y la coordinacion motriz. Estda ubicado en la fosa craneal posterior
formando el techo del cuarto ventriculo, esta constituido por una capa de materia
blanca y una de materia gris. La materia gris se organiza en tres capas, en la capa
intermedia se encuentran los somas de las neuronas de Purkinje y de la Glia de
Bergmann (GB), mientras que en la capa mas externa se ubican las dendritas de

las neuronas de Purkinje y los procesos de la GB que las rodean.

La GB tiene un papel importante tanto en el desarrollo embrionario, como
en el mantenimiento funcional del cerebelo. En este trabajo se encontré que la GB
en el techo del cuarto ventriculo se puede clasificar en tres subpoblaciones de
acuerdo con el tipo celular con el que contactan sus pies terminales. Por lo que, el
propésito de este trabajo es caracterizar ultraestructuralmente, la interaccion entre

la GB y las células de la regiéon subependimaria del techo del IV ventriculo.

Con el analisis ultraestructural, empleando microscopia electrénica de
transmision, se encontré que los pies de la GB en esta region difieren en algunas
caracteristicas con los pies de la GB que proyectan hacia la pia madre. En esta
zona los pies de la GB no forman lamina basal, presentan mayor cantidad de
organelos y son mas electro-opacos. Ademas, contactan con otros grupos
celulares como las células ependimales y un tipo de células con citoplasma
electro-opaco. Estos hallazgos sugieren que la GB de esta zona tiene mayor
actividad metabdlica y traduccional; y que posee funciones especializadas que
difieren en relacién a su ubicacion y las estructuras con las que contactan sus pies

terminales.



ABSTRACT

The cerebellum is mainly involved in posture control and locomotive coordination. It
is located in the posterior cranial fossa, constituting the roof of the fourth ventricle;
it has a layer of white matter and a layer of gray matter. The gray matter is
organized in different layers, the inner layer is the granular layer, it contains the
granular neurons somas, the mid layer has the Purkinje neurons and Bergmann
glia (GB) somas, while the outer layer contains Purkinje dendrites and the

surrounding GB processes.

GB has an important role in development and in the functional maintenance of the
cerebellum. Studies in our lab found that GB in the roof of the fourth ventricle (IVv)
can be classified in three subpopulations according to the cellular type with which
their end-feet contact. The aim of this project was to characterize the ultrastructure
of the interaction between GB end-feet and the subependymal zone cells of the
IVv.

Using Transmition Electron Microscopy (TEM), it was found that GB end-feet
differ ultrastructuraly in certain characteristics from GB end-feet contacting pia. In
this area, GB end-feet do not present basal lamina, they present a greater amount
of organells, and a more electro dense cytoplasm. Furthermore, GB end-feet
contact with other cellular structures like ependymal cells and a type of cells with

electro dense cytoplasm.
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1. INTRODUCCION

El cerebelo es una region del sistema nervioso central (SNC) implicada en el
control de la postura, asi como en la coordinacion del movimiento y en habilidades
del aprendizaje motor. Estudios recientes lo vinculan ademas con el lenguaje y
funciones cognitivas (Pombano y Evans, 2012; Wang et al. 2014). El cerebelo esta
constituido por una capa externa de sustancia gris conocida como corteza
cerebelosa, y una capa interna de sustancia blanca. La corteza cerebelosa
comprende tres capas: 1) la molecular en donde se ubican las células de canasto
y de Golgi; 2) la de células de Purkinje, donde se ubican sus somas y la glia de
Bergmann (GB); y 3) la granular que esta conformada por cuatro tipos celulares;
las granulares, de Golgi, de Lugaro, y las de cepillo (Pombano y Evans, 2012;
Sillitoe et al. 2012 Kandel et al. 2013).

Los procesos de la GB rodean completamente el soma, las dendritas y las
sinapsis de las células de Purkinje (Riquelme et al. 2002), manteniendo una
estrecha relacion entre la GB y las neuronas presinapticas, por lo que se ha
sugerido el concepto de sinapsis tripartita (Grosche et al. 1999, 2002); ademas, los
procesos de la GB se extienden a través de la capa molecular hasta llegar a la pia.
Asimismo, la GB secreta factores que promueven sobrevivencia, crecimiento
dendritico y el alineamiento en columnas de las células de Purkinje. Por lo anterior,
a la GB se le atribuye tanto el mantenimiento, como la regulacién de la estructura

y funcion de las células de Purkinje (Yamada y Watanabe, 2002).

Asimismo, este tipo de glia puede establecer contacto con los capilares, por
lo que tiene el potencial de intercambiar los nutrimentos y metabolitos entre el
torrente sanguineo y la neurona (Araque et al. 2001), asi la GB ejerce influencia

en la actividad neuronal (Grosche et al. 1999).

Por otra parte, los pliegues que posee el cerebelo permiten dividirlo en 10
I6bulos, de los cuales el primero (1) y el décimo (X) estan en contacto con el cuarto
ventriculo, formando el techo de esta estructura (Sillitoe et al. 2012). En nuestro

grupo de trabajo se encontré que la GB que proyecta hacia el cuarto ventriculo se



puede dividir en tres grupos de acuerdo a la zona o estructura en donde terminan
sus procesos: 1) en contacto con la zona periventricular, 2) en contacto con la
zona subventricular, y 3) los procesos que se extienden hacia la luz del ventriculo
(Gomez, 2014). Asi, con este proyecto se pretende caracterizar de manera
ultraestructural la interaccion entre los pies de la GB con las células de la regién

subependimaria del techo del IV ventriculo.



2. ANTECEDENTES
2.1 Anatomia del Sistema Nervioso Central

El sistema nervioso esta dividido en dos componentes anatomicamente distintos:
el sistema nervioso periférico (SNP) que se compone de nervios periféricos y
cumulos de neuronas especializadas (ganglios) y el sistema nervioso central
(SNC), que esta constituido por el cerebro y la médula espinal. EI SNC, se
compone de siete regiones principales (en sentido caudal a rostral): la médula
espinal, el bulbo raquideo, el puente de Varolio, el cerebelo, el cerebro medio o
mesenceéfalo, el diencéfalo, y los hemisferios cerebrales (Figura 1; Purves et al.
2012; Kandel et al. 2013).
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Hemisferio cerebral B Puente de Varolio
M piencéfalo Bulbo raquideo
M cerebro medio B cerebelo

Médula espinal

Figura 1 Organizacion del cerebro murino. La imagen la izquierda es un esquema de la posicion
del cerebro en la cabeza de un raton. Al lado derecho hay una representacién de las siete
divisiones principales en el cerebro de un roedor.

2.1.1 Sistema Ventricular

Dentro del cerebro existe un conjunto de cavidades interconectadas (Figura 2) que
se conforman por los ventriculos laterales, y el tercer ventriculo que mediante el

acueducto cerebral se conecta con el cuarto ventriculo. A los ventriculos y el
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liquido cefalorraquideo (LCR), junto con el epitelio circundante y las estructuras

asociadas, se les llama sistema ventricular (Lowery y Sive, 2009).

El cuarto ventriculo esta ubicado entre el cerebelo y el puente, es el que
une al canal central de la médula espinal y al espacio subaracnoideo que envuelve

al cerebro.

A-A B-B C-C D-D

Ventriculos Laterales Tercer Ventriculo Acueducto Cerebral Cuarto Ventriculo

Figura 2 Sistema Ventricular del cerebro de ratén. La imagen de la izquierda indica la altura de
los cuatro cortes coronales que se muestran en la figura de la derecha. Esta segunda figura indica
la ubicacion de los ventriculos cerebrales (A-A, B-B, C-C y D-D). Modificado de Hermann et al.
2009.

Dentro de los ventriculos, las células del plexo coroideo junto con las
células ependimales que los revisten, producen activamente el LCR (Lowery vy
Sive, 2009) que fluye a lo largo del sistema ventricular y entra al espacio

subaracnoideo por la cisterna magna (Bedussi et al. 2015).

Las células epiteliales del plexo coroideo y los vasos sanguineos
constituyen la barrera hematoencefalica que limita el movimiento de solutos de la
sangre al LCR y viceversa, ademas posee sistemas de transporte para el influjo y
eflujo de nutrimentos, productos metabdlicos y iones, y esta involucrada en
procesos de desintoxicacion (Bedussi et al. 2015). De tal forma que, los fluidos
que bafan el intersticio del SNC y sus compartimentos, estan regulados por la
BHE y el LCR (Bedussi et al. 2015).
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2.2 Tipos celulares en el SNC

El SNC cuenta con dos tipos celulares principales, las neuronas y la glia. Las
primeras, se caracterizan por tener una asimetria morfolégica y funcional: tienen
dendritas en un extremo y un axon en el otro, esto es la base para la sefalizacion
neuronal unidireccional. Ademas, las neuronas son eléctrica y quimicamente
excitables, ya que pueden crear corrientes eléctricas y alterar el voltaje de la

membrana.

La glia, es menos excitable, pero sus membranas contienen
transportadores de proteinas que facilitan la captura de iones y proteinas que
remueven neurotransmisores del espacio extracelular, regulando la funcion
neuronal (Kandel et al. 2013).

2.2.1 Las Neuronas

Las neuronas estan dotadas con la habilidad de comunicarse precisa y
rapidamente con otras células en distintos sitios del cuerpo. En el SNC existen
alrededor de 100 tipos distintos de neuronas y aunque todas ellas heredan el
mismo complejo de genes, cada una expresa un conjunto restringido de estos, por
ello, son morfoldgica, bioquimica, y electrofisiolégicamente diferentes, lo que

contribuye a la gran complejidad del proceso de la informacién en el cerebro.

La complejidad de sus arboles dendriticos, la extension de la ramificacion
de sus axones, y el numero de terminales sinapticas que forman estan

relacionadas con la funcion que ejercen (Kandel et al. 2013).

2.2.2 La Glia

En el SNC existen diferentes tipos de glia de acuerdo a su funcion pueden
clasificarse en tres grupos principales: microglia, oligodendrocitos, astrocitos y la

glia NG2 (Reyes-Haro et al. 2014). Los oligodendrocitos son células productoras
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de mielina, por lo que son responsables de la rapida velocidad de procesamiento
de la informacién en los axones. La microglia son células inmunes con capacidad
fagocitaria, reaccionan a los agentes extrafios en el sistema nervioso, por lo que
se conocen también como los sensores patoldgicos del cerebro. Ademas, en
condiciones fisioldgicas se encargan del mantenimiento de las sinapsis
(Kettenmann y Ranson 2013; Reyes-Haro et al. 2014). Por ultimo, los astrocitos,
palabra que significa célula tipo estrella, presentan una gran heterogeneidad en su

morfologia y funcion (Kettenmann y Ranson 2013).

2.2.2.1 Astroglia

La diversidad intrinseca de la astroglia esta relacionada con las interacciones
estructurales y funcionales entre cada célula y su microambiente, esto incluye por
un lado a las neuronas, y por el otro, a los vasos sanguineos, la pia madre, y/o el

espacio ventricular (Wolburg et al. 2009).

De acuerdo a su localizacién en el parénquima se puede clasificar en tres
grupos. A las células alineadas en la periferia de los ventriculos se les llama glia
ependimal. Existe otro tipo de glia que se caracteriza por ser células bipolares que
extienden sus procesos desde el ventriculo hasta la superficie pial, a estas se les
denomina glia radial no ependimal, sin embargo, si los cuerpos celulares de la glia
radial estan alineados en la periferia del ventriculo, se les llama glia radial

ependimal (Kettenmann, 2013).

El tercer grupo esta compuesto por células gliales con procesos multiples
que por su morfologia estrellada son llamados astrocitos los que contactan con
capilares, y expresan a la proteina acida fibrilar glial (GFAP por sus siglas en
inglés). Sin embargo, cabe destacar que existen muchos tipos de glia radial y

ependimal que también expresan GFAP (Reyes-Haro et al. 2014).

La astroglia es el grupo celular mas diverso y numeroso del SNC, pero no

existe una definicidon inequivoca ni uniforme para describir a este grupo, ya que no
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todos los tipos celulares que comprenden este grupo tienen forma de estrella, no
todos expresan GFAP, ni todos contactan con capilares (Kettenmann y Ransom,
2013).

2.2.2.1.1 Glia Limitante

Por otra parte, los pies terminales de los procesos astrociticos pueden formar una
estructura en los limites del parénquima con la pia madre o los vasos sanguineos
(Kettenmann & Ransom, 2013). A dicha estructura se le llama glia limitante, y
puede clasificarse en dos poblaciones de acuerdo a su ubicacion; la que se
encuentra en la capa mas externa de la corteza que cubre la superficie entera del
cerebro y la médula espinal es llamada glia limitante superficial porque da hacia el
espacio subaracnoideo, y la que se encuentra rodeando intimamente Ia

vasculatura, se llama glia perivascular (Owens et al. 2008).

2.2.2.1.2 Glia Limitante Superficial

Ubicada directamente bajo la pia madre, la glia limitante superficial (GLS) esta
compuesta generalmente por una densa malla de astrocitos firmemente atados a
la lAmina basal externa que contacta intimamente con las células de la pia madre
(Landis y Reese, 1982; Owens et al. 2008; Liu et al. 2013).

2.2.2.1.3 Glia Limitante Perivascular y Barrera Hematoencefalica

La homeostasis del SNC permite la correcta actividad neuronal, por lo que la
barrera hematoencefalica (BHE) del cerebro debe prevenir que iones y otros
solutos en la sangre entren al parénquima, para esto, existen dos barreras fisicas
que regulan la entrada al parénquima del SNC, el endotelio vascular y la glia
limitante perivascular (GLP), cada uno con su propia membrana basal (Engelhardt
et al. 2014).
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En la BHE las células del endotelio vascular del SNC estan conectadas
mediante uniones estrechas, formando una barrera restrictiva al movimiento de
moléculas y electrolitos entre el cerebro y el flujo sanguineo. En cuanto a la
microvasculatura, esta responde rapidamente a la actividad neuronal para
incrementar el flujo sanguineo donde es requerido, esto ultimo se logra gracias al
acoplamiento neuro-glio-vascular. Estos dos factores estan relacionados con las
senales astrociticas provistas por la GLP (Owens et al. 2008, MacVicar y Newman,
2015).

En vecindad con la GLP y las células endoteliales de los capilares, existen otros
tipos de glia, pericitos y neuronas. Los astrocitos envuelven con sus pies las
paredes de los capilares casi completamente, cubriendo no solamente a las

células endoteliales, sino a los pericitos asociados (Haseloff et al. 2005).

2.3 Cerebelo

El cerebelo recibe e integra la informacién que llega desde diversas regiones,
como la informacion somatica que proviene de la médula espinal, o la informacién
sobre el balance del cuerpo que le llega desde los 6rganos vestibulares en el oido
interno, y la informacion tanto motora como sensorial que proviene de varias areas
de la corteza cerebral mediante los nucleos del puente (Kandel et al. 2013;

Pombano y Evans, 2012).

2.3.1 Organizacién anatémica

El cerebelo, se encuentra dorsal al puente de Varolio y al bulbo raquideo (Figura
3A), formando el techo del cuarto ventriculo. Ocupa la mayor parte de la fosa
craneal posterior (Sillitoe et al. 2012; Kandel et al. 2013; Marzban et al. 2015). La
superficie cerebelar presenta muchos pliegues y fisuras, dos de estas fisuras
transversales lo dividen en tres I6bulos conformando asi a los hemisferios

(izquierdo y derecho) y el vermis (Figura 3 B), que es una estructura caracteristica
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del cerebelo de mamiferos. Los hemisferios y el vermis se subdividen en 10
I6bulos que son los pliegues paralelos que se enumeran del | al X (Figura 3 C;
Pombano y Evans, 2012; Sillitoe et al. 2012; Marzban et al. 2015).

A) Plano coronal B) q)

Bulbo olfatorio

Plano sagital

Cerebro

Cerebelo] §
'

vermis

Figura 3 El cerebelo del ratén adulto. A) Esquema del cerebro, el cerebelo se ubica en la region
dorsal del tallo cerebral, con un corte sagital en esta region se indica en colores las folias o I6bulos.
B) Vista dorsal del cerebro, el cerebelo (posterior), en gris se indican sus hemisferios, en morado la
parte del vestibular, y en rosa el vermis. C) Esquema de un corte sagital del cerebelo donde se
distingue la subdivision de los 10 I6bulos, donde el décimo forma parte del I16bulo floculonodular. La
barra equivale a 1Tmm. Modificado de Courtemanche et al. 2013 y Sillitoe et al. 2012.

De acuerdo con la funcidon que ejercen y con el orden de aparicion
filogenética, el cerebelo se divide en tres areas: la region mas primitiva que se
presenta por primera vez en peces, es el arquicerebelo o vestibulocerebelo, dicha
region comprende al I6bulo floculonodular (Figura 3 B y C) y recibe informacion
visual y vestibular, por lo que participa en el balance, reflejos vestibulares y
movimientos oculares. Posteriormente en la filogenia, aparece el paleocerebelo o
espinocerebelo (Figura 3 B) que comprende al vermis y las regiones intermedias
de los hemisferios, esta regién recibe informacién somatosensorial y propioceptiva
desde la médula espinal; el vermis en particular, recibe sefales visuales, auditivas
y vestibulares, asi como somatosensoriales desde la cabeza y regiones
proximales del cuerpo; mientras que las regiones adyacentes de los hemisferios
reciben la informacion somatosensorial desde las extremidades. Por ultimo, el
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area de aparicién mas reciente en la filogenia es el neocerebelo o cerebrocerebelo
(Figura 3 B), este se compone de las regiones laterales de los hemisferios, se
encuentra mas desarrollado en humanos y simios, en comparacion con monos y
gatos. Las vias de entrada a esta region provienen de la corteza cerebral. A los
hemisferios laterales se les ha involucrado en la planificacion y ejecucion del
movimiento y se les ha asociado también con ciertas funciones cognitivas como la
memoria de trabajo (Sillitoe et al. 2012; Kandel et al. 2013).

2.3.1.1 Vasculatura del Cerebelo Murino

En la fosa craneal posterior existe una relacion entre las arterias cerebelares y los
nervios craneales, el tallo cerebral, los pedunculos cerebelares, las fisuras entre
el cerebelo y el tallo cerebral y las superficies cerebelares. De estas relaciones se
pueden definir tres complejos neurovasculares: el relacionado con la arteria
cerebelar superior (ACS); un complejo intermedio relacionado con la arteria
cerebelar anteroinferior (ACAI); y un complejo inferior relacionado con la arteria
cerebelar posteroinferior (ACPI). De estos complejos, son el ACAI y el ACPI los

que se relacionan con el IV ventriculo.

2.3.2 Desarrollo del Cerebelo Murino

El inicio de la organizacion cerebelar ocurre temprano durante el desarrollo
embrionario y precede a los procesos de neurogénesis y axogénesis. El primordio
cerebelar emerge alrededor del dia embrionario (E) 7-8 en el ratén. La formacién
de esta estructura comienza como un ensanchamiento del neuroepitelio del labio
rostral del cuarto ventriculo, llamado rhombomera-1/r1 (Figura 4). En
consecuencia, las terminales rostro-mediales del primordio bilateral, forman el
vermis y la parte caudolateral se convierte en los hemisferios del cerebelo. El
limite caudal del primordio cerebelar esta definido por la placa del techo del cuarto

ventriculo (Marzban et al. 2015).
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E9.5 E11.5

Figura 4 Desarrollo del cerebelo en ratéon. A) Esquema que indica el estado del embrién en E9.5,
se muestra el prosencéfalo (pro), el diencéfalo (di), el mesencéfalo (mes), el istmo (is) y la
rombomera 1 (r1). B) Esquema que ilustra la vista posterior del embrion de ratén en la etapa E11.5
se muestra al mesencéfalo (m), el istmo, el cerebelo (cb), el labio rombico cerebelar (LRC) que se
localiza en el borde caudal del cerebelo (delimitado por la linea verde), el labio rédmbico del
rombencéfalo (LRR) que se localiza en el borde del rombencéfalo (delimitado por la linea roja), y la
placa del techo (pt) localizada entre el LRC y el LRR (en amarillo). C) llustraciéon de una seccién
sagital del cb a lo largo de la placa verde mostrada en B). La zona ventricular se sefala con gris
claro y muestra al tercer (3v) y cuarto ventriculo (4v), ademas se muestra el cerebelo, la placa del
techo, el LRC, el puente (pue), y las flechas indican el istmo y la capa granular externa (CGE)
respectivamente. D) Esquema de un corte transversal del rombencéfalo a lo largo de la placa roja
indicada en B), que muestra al LRR, el 4v y la placa del techo. Las flechas en las figuras C) y D)
indican el plano dorsal-ventral (d-v) y rostral caudal (r-c). Modificado de Hashimoto e Hibi, 2012.

Las zonas germinales principales que forman el primordio son: el
neuroepitelio de la pared del cuarto ventriculo y el labio rombico, las zonas
germinales secundarias incluyen la zona germinal externa (ZGE), la zona germinal

rostral (ZGR), y el borde anterolateral de la placa cerebelar (Marzban et al. 2015).

2.3.2.1 Organizacion de la Corteza Cerebelar

Durante el desarrollo del cerebelo, las neuronas nacen en multiples zonas
germinales y migran a su destino utilizando vias migratorias radiales o

tangenciales (Marzban et al. 2015). Finalmente quedan organizadas en dos capas,
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la externa es la capa de materia gris y se denomina corteza cerebelar, y la capa
interna es de materia blanca y es donde se encuentran los tres pares de nucleos

profundos: el fastigial, el interpuesto y el dentado (Kandel et al. 2013).

Célula de Purkinje Célula de Cepillo

~ Fibra Paralela ( ) Nucleo Fastigial

Célula Estrellada ) .
Fibra Trepadora Ndcleo interpuesto

Célula de Canasto

Célula de Lugaro Fibra Musgosa Nucleo Dentado
Célula de Candelabro
® Glia de Bergmann

Figura 5 Organizacién de la corteza cerebelar. En estos esquemas se representan los
principales tipos celulares y su organizacion en la corteza cerebelar. En A) estan las distintas
capas: Materia Blanca (MB), Capa Granular (CG), Capa de Purkinje (CP) y Capa Molecular (CM).
En B) estdn esquematizadas las conexiones entre diferentes tipos celulares y los nucleos
cerebelosos profundos. M indica la zona medial y L la zona lateral. Modificado de Sillitoe et al.
2012.
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La materia gris o corteza cerebelar se conforma por tres capas, cada una
de estas posee distintos tipos celulares y realiza diferentes funciones (Figura 5).
La capa mas profunda es la granular (CG) que contiene a las células granulares y
en menor cantidad se encuentran las células de Golgi, las células de Lugaro,
células de cepillo unipolares, y las células de candelabro. La capa media es la de
Purkinje y esta formada por los cuerpos celulares de estas neuronas, cuyas

prolongaciones dendriticas se extienden hacia la capa molecular, en esta capa
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también se encuentran los somas de la GB. La capa mas externa es la capa
molecular, que se conforma por una red que contiene abundantes procesos
dendriticos y axonales, pero solo unos pocos cuerpos de células neuronales. Esta
capa contiene a las fibras paralelas, que son los axones de las células granulares,
también presenta los cuerpos y dendritas de dos tipos de interneuronas
inhibidoras, a las células estrelladas y de canasta, asi como a las extensas
dendritas de las células de Purkinje (Figura 6; Kandel et al. 2013; Marzban et al.
2015; Pombano y Evans, 2012).

Fibras paralelas

cMm
g ..........
+ CP x
8 .......... .
SGs
T
GC CG
A Ty e T

H
NPG, NRT, NCE,

FT ‘
Exterior del - } ‘
NOI
cerebelo

Figura 6 Estructura simplificada de los circuitos cerebelares del ratéon. Representacion
esquematica de las neuronas cerebelares y los circuitos neurales en el ratéon. Célula de canasto
(Cn); célula de candelabro (Ca); fibra trepadora (FT); glomérulo cerebelar (GC); nucleo cerebelar
profundo, NCP (cl, célula larga; cep, célula pequena), nucleos cuneiformes externos (NCE); células
granulares (CGs); capa granular (CG); células de Golgi (Go); nucleos de la oliva inferior (NOI);
células de Lugaro (Lu); nucleos laterales reticulares (NLR); fibora musgosa (FM); capa molecular
(CM); célula de Purkinje (CelP);nucleos pontinos grises (NPG); nucleo reticulo tegmental (NRT);
células estrelladas (Es); células de cepillo (CC). Las neuronas cerebelares reciben la sefal
excitatoria a partir del nucleo precerebelar fuera del cerebelo. Hay dos tipos de aferencias, las
fibras trepadoras y las fibras musgosas. La informacion de las células trepadoras llega a las células
de Purkinje mediante los axones de las células granulares. La informacion de las células
trepadoras y las fibras musgosas es integrada por las células de Purkinje, la actividad de las
células trepadoras suprime la transmision sinaptica proveniente de las fibras paralelas. Las células
de Purkinje reciben estas senales simultaneamente. Modificado de Hashimoto e Hibi, 2012.
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2.3.2.1.1 Neuronas de Purkinje

La corteza cerebelar esta organizada en torno a las células de Purkinje (CP; ver
Figura 5). Estas son neuronas cuyos somas miden entre 50 y 80 ym, y se ubican
en una monocapa que sirve de interfaz entre la capa granular interna y la capa
molecular, ademas poseen largos axones y arboles dendriticos con extensos
procesos. Sus axones atraviesan la capa granular y se extienden hasta las
neuronas del nucleo dentado, proveyendo la principal via de salida en la corteza
cerebelar. Las dendritas se extienden hasta la capa molecular orientandose hacia
la superficie pial, sirven como una via de entrada sinaptica para las fibras

paralelas de las células granulares (Pombano y Evans 2012; Sillitoe et al. 2012).

Tanto la conectividad, como el desarrollo del cerebelo dependen en gran
medida de las CP (Sillitoe et al. 2012). Por ejemplo, se ha reportado que cuando
se disminuye la poblacion de CP hay una reduccion en la poblacion de células
granulares, esto se debe a que en el desarrollo temprano las CP controlan la
actividad mitética de los neuroblastos granulares dentro de la capa granular
externa (Goldowitz y Hamre, 1998). También, se sabe que estas son las neuronas
inhibitorias del cerebelo y modulan la actividad de las neuronas de los nucleos del

cerebelo mediante la liberacion del neurotransmisor GABA (White et al. 2014).

Estas neuronas son la unica via de salida que tiene la corteza cerebelar,
ademas, poseen la habilidad de computar eficientemente la informacién
procedente de distintas fuentes y que converge en ellas. Por lo que no es de
sorprender que sean determinantes para la correcta funcién y desarrollo del
cerebelo, ya que cuando las CP son afectadas resultan distintas patologias, como
la alteracion en el aprendizaje motor, la ataxia, la distonia, la esclerosis tuberosa e

incluso defectos cognitivos (White et al. 2014).
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2.3.3 Glia en el Cerebelo

En el cerebelo, la complejidad anatémica y funcional se refleja en la variedad de
los fenotipos neuronales que presenta, y en la heterogeneidad de sus células
gliales. Ya que estas participan en procesos cruciales del desarrollo y contribuyen

a regular la funcion del cerebelo maduro (Buffo y Rossi, 2013).

Inicialmente la glia del cerebelo se clasificd en tres categorias de acuerdo a
su morfologia y posicion en el tejido cerebelar: 1) Las células gliales de la materia
blanca que incluyen a los oligodendrocitos y se caracterizan por tener procesos
orientados a lo largo de los tractos axonales, también hay glia NG2, astrocitos
fibrosos y microglia 2) los astrocitos de la capa granular que poseen procesos en
forma estrellada (estos son los astrocitos velados), 3) la glia NG2 también se
distribuye en la capa molecular (Lin et al. 2009), ademas de las células
neuroepiteliales con fibras de Bergmann, ahora conocidas simplemente como Glia
de Bergmann (GB), que son los cuerpos celulares alineados con los somas de las
neuronas de Purkinje y con procesos ascendentes que se distribuyen radialmente
en la capa molecular, enviando sus pies terminales a contactar con la membrana

basal subpial (Ramén y Cajal, 1893).

2.3.3.1 Glia de Bergmann

En 1857, Bergmann describidé por primera vez la presencia de procesos radiales
en el cerebelo del gato, el perro y el humano (Yamada, et al. 2002). Estos
procesos corresponden a la GB, cuyas prolongaciones atraviesan la capa

molecular y sus pies terminan en la superficie pial.

2.3.3.1.1 Glia de Bergmann en el desarrollo

En ratones, la GB surge en el dia embrionario 15 (E15) y se origina en la ZV

(Yamada et al. 2002). Las células de Purkinje y otros precursores corticales salen
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de la ZV y migran a lo largo del sistema de fibras radiales gliales para establecer
una placa de células neuronales inmaduras después del E13. La placa de CP
inicia como una capa gruesa de muchas células y en el desarrollo se dispersa en
una monocapa después del nacimiento del raton (Marzban et al. 2015).
Posteriormente, durante el desarrollo postnatal temprano, las células granulares
del cerebelo (CGC) migran por las fibras de la GB hacia la capa granular interna
(Sillitoe et al. 2012). Por lo anterior, los procesos de la GB tienen un papel
complejo en la corticogénesis del cerebelo ya que no solo guian la direccionalidad
de la migracion celular, sino que, el desarrollo de sus pies terminales y su anclaje
con la membrana basal en la superficie pial resulta un paso critico. La disrupcion
de este proceso tiene como consecuencia que las folias se fusionen entre si a lo
largo de la superficie cortical, que las células granulares disminuyan su numero y
permanezcan ectopicamente localizadas a lo largo de las folias fusionadas y en la
capa molecular (Sievers, et al. 1981), y que las células de Purkinje se preserven

pero sin lograr su arreglo en monocapa (Buffo y Rossi, 2013).

Asi, la maduracion de la corteza cerebelar depende del desarrollo
coordinado entre la GB y las CP. Las CGC migran a través de las fibras gliales
desde la capa molecular (CM) y la capa de Purkinje, hasta la capa granular
externa (CGe), para en su desarrollo postnatal llegar a su posicion final en la capa
granular interna (CGi), ya que después del dia P20 la CGe deja de existir (Yamada
et al. 2000; Pombano. y Evans 2012).

2.3.3.1.2 Importancia de la Glia de Bergmann

Las células de la GB establecen interacciones anatdomicas y funcionales con las
neuronas de la corteza cerebelar. En el cerebelo maduro, la GB permanece
asociada con las CP (Sillitoe et al. 2012), sus prolongaciones son ejes rectos que
poseen numerosos apeéndices o abultamientos laterales que rodean desde los
somas de las células de Purkinje, hasta sus sinapsis y dendritas (Yamada et al.
2000; Yamada y Watanabe, 2002).
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En los murinos existen ocho células de GB por cada célula de Purkinje y, en
particular en la rata, cada glia envuelve entre 2100 y 6300 sinapsis (Araque et al.
2001). Ademas, se ha demostrado que la formacion de sinapsis y el
mantenimiento de la capa molecular dependen de que la GB envuelva a las CP y
a sus sinapsis, porque son los procesos de la GB los que permiten o no los

contactos sinapticos entre neuronas (Riquelme et al. 2002).

En estudios con ratones transgénicos donde se indujo la ablacién de la GB
y células GFAP”, los animales presentaron defectos severos en las neuronas del
cerebelo, asi como en la coordinacion motriz (Cui et al. 2001). Ademas, Saab y
colaboradores (2012) reportaron que la eliminacion selectiva de la expresion de
receptores de Glutamato en la GB de ratones jovenes disminuye las sinapsis de
las CP con las fibras paralelas; mientras que en ratones adultos provoca la

retraccion de procesos gliales, asi como el deterioro en el control motriz fino.

Entonces puede decirse que la GB tiene un papel importante tanto en el
desarrollo, como en la comunicacién, el funcionamiento y la sobrevivencia

neuronal del cerebelo de los vertebrados (Sillitoe et al. 2012).

2.3.3.1.3 Glia de Bergmann y pia madre

Tradicionalmente se ha descrito que la GB extiende sus procesos desde la capa
de Purkinje hasta la superficie cerebelar, donde sus pies terminales constituyen la
glia limitante externa que interactua intimamente con los fibroblastos de la pia
madre formando una lamina basal (Sotelo y Changeux, 1974, Landis y Reese,
1982; Owens et al. 2008; Liu et al. 2013).

En los analisis de microscopia electronica se pueden observar las
caracteristicas particulares en los pies terminales de la GB superficial, estos tienen
forma conica, estan unidos entre si mediante uniones comunicantes, y poseen
mitocondrias alargadas menos electrodensas que las mitocondrias neurales,

presentan granulos de glucdégeno, conjuntos de gliofilamentos, y reticulo
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endoplasmico con formaciones espirales (ver Tabla 1; Sotelo y Changeux, 1974;
Sievers, et al. 1981).
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3. JUSTIFICACION

En el techo del cuarto ventriculo existen diversos tipos celulares que incluyen
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Reyes-Haro et al. 2013). En esta misma
region se encontrd que los procesos de los pies terminales de la GB proyectan a
distintas zonas, por lo que la GB se clasificd en tres subpoblaciones: 1) en
contacto con la zona periventricular (células ependimales), 2) en contacto con la
zona subventricular (vasos sanguineos y cumulo de células GFAP*/Nestina®), 3) y

los que se extienden hacia la luz del ventriculo (Figura 7; Gomez, 2014).

Para determinar si existe alguna diferencia funcional entre las diferentes
poblaciones que presenta la GB del techo del IV ventriculo, es importante
caracterizar las interacciones que existen entre ésta y las células del techo del IV

ventriculo.

Figura 7 Pies de la Glia de Bergmann en el techo del IV ventriculo. La fotografia A) muestra a
la GB, en el recuadro de linea punteada se muestra el ensanchamiento de los pies terminales de la
GB en la zona sub ventricular. B) las cabezas de flecha amarillas sefialan los pies de la GB que
proyectan hacia la luz del cuarto ventriculo. C) las cabezas de flecha moradas indican los pies de
la GB que contactan con los vasos sanguineos. D) las flechas anaranjadas indican la interfaz que
forman los pies de la GB con el nicho de neuronas y células Nestina®; la flecha azul sefala un
cumulo de células GFAP*/Nestina’. Modificado de Gémez, 2014; Gonzalez, 2016.
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4. HIPOTESIS

Los pies de las distintas poblaciones de GB en el techo del IV ventriculo,
presentaran diferencias ultraestructurales de acuerdo con la regidn

subependimaria que contacten.

5. OBJETIVOS
Objetivo General:
Caracterizar a la GB en el techo del IV ventriculo.
Objetivos Particulares:

e Corroborar la presencia de las tres poblaciones de la GB mediante

microscopia electronica de transmision.

e Caracterizar por microscopia electronica de transmision los contactos entre

la GB, y los diferentes tipos celulares en el techo del IV ventriculo.
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6. METODO
Selecciéon de animales

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD-1 (n=3) con edad de 60 dias
postnatales (Pgp), proporcionados por el bioterio del Instituto de Neurobiologia de
la UNAM. Los animales tuvieron disposicion de agua y alimento ad libitum, fueron
alimentados con dieta estandar de laboratorio (LabDiet- 5001). Se mantuvieron en
condiciones controladas de bioterio. Este protocolo fue aprobado por el comité de
Bioética del Instituto de Neurobiologia, el manejo de los animales se realizd
conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 y la guia para cuidado

y uso de animales de laboratorio del NIH.

Analisis ultraestructural

Los ratones fueron sedados con una dosis letal de pentobarbital sodico (90 mg/kg)
para posteriormente sacrificarlos mediante perfusion intracardiaca en la que se
utilizaron 50 ml de solucion salina al 0.9% para limpiar la sangre y posteriormente
100 ml de PFA 2% + glutaraldehido 2.5% para fijar los tejidos. Los cerebros fueron

extraidos y dejados 24 h en post-fijacion.

Los cerebros fueron enjuagados con PBS 0.1 M y cortados coronalmente
con una matriz de acrilico. Las rebanadas del cerebelo fueron recolectadas vy
banadas con buffer de glutaraldehido al 3% + buffer de cacodilato 0.1 M,
posteriormente fueron lavadas con buffer de cacodilato 0.2 M, después se cambié
por osmio al 2%. Nuevamente se lavo con cacodilato 0.2 M. Las muestras fueron
deshidratadas mediante lavados con un gradiente de alcoholes desde el 10%
hasta llegar a alcohol absoluto, se lavaron con 6xido de propileno y se infiltraron

con resina epoxica.

Los cortes coronales fueron incluidos en plano, los cortes semifinos de 500
nm fueron tefidos con azul de toluidina para su visualizacién en microscopia de

luz. Los cortes ultrafinos de 60-75 nm se contrastaron con uranilo, vy
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posteriormente fueron observados mediante microscopia electronica de
transmisiéon (MET) con un microscopio JEOL (JEM-1010); las imagenes fueron
obtenidas mediante una camara digital (ORIUS de Gatan) acoplada al microscopio

electrénico.

Tabla 1 Secuencia del protocolo.

Decapitaciéon y
extraccion del
cerebro

Perfusion
intracardiaca

Ratones CD1

machos P,

Procesamiento

ara Microscopia

Electronica de
Transmision

Cortes coronales
en matriz de
acrilico

Observacion MET [ P

7. RESULTADOS

Diferentes zonas en el techo del IV ventriculo

En la figura 8 se observan las fotografias muestra de los cortes coronales de la
region del I6bulo | (LI), en -6.12 mm respecto a Bregma. En las rebanadas tefiidas
con azul de toluidina se observa parte de la capa granular, la capa molecular y los
plexos coroideos. Entre los plexos coroideos y la capa molecular esta la
monocapa de células ependimales que forman la zona periventricular (PV). Dorsal
a la zona PV hay un conjunto de axones transversales, y en los extremos laterales
del LI hay axones longitudinales formando la zona subventricular (SbV). Entre la
zona subventricular y la capa molecular se presentan algunos vasos sanguineos

transversales.
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Figura 8 Techo del 4v. Tincién con azul de toluidina. A) Imagen panoramica del I6bulo | (LI). B)
Acercamiento del recuadro en A), se indica la zona periventricular (PV), subventricular (SbV), los
plexos coroideos (PxC), la capa molecular (CM), y la capa granular (CG). C) Acercamiento de
region lateral del LI, se sefiala capa con axones longitudinales (Al). D) Zona analizada en MET
(Figura12-15), region delimitada en el recuadro en A).
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Zona periventricular

En otra region del eje anteroposterior, en la zona lateral del IV ventriculo,
inmediatamente sobre la luz, una monocapa de células ependimales aplanadas
recubren el limite entre el IV ventriculo y el parénquima cerebeloso. Sus cilios
(arreglo 9+2) y microvellosidades emanan de sus cuerpos basales, estas células
forman la capa periventricular. Alrededor de 4 um por encima de estas células se

observa un conjunto de axones mielinicos y procesos de GB (Figura 9).

Figura 9 Fotomicrografia del techo del IV ventriculo (X 5,000). Se observan las células
ependimales (E) y sus cilios (cabezas de flecha) y microvellosidades (*), proyectando hacia la luz
del IV ventriculo (4v) se aprecian axones mielinicos muy préximos al IV ventriculo (flechas) y
procesos de la Glia de Bergmann (GBpr).
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En esta zona, se muestra que los pies de GB se encuentran dorsales a las
células ependimales (Figura 10), las caracteristicas para identificar los pies de la
GB estan enlistadas en la Tabla 1, también se tomdé en cuenta la distancia

respecto a la luz del ventriculo.

A -~

Figura 10 Célula ependimal, glia de Bergmann y axén mielinico (X 10,000). Se observan dos
células ependimales (E), el nucleo y los cilios de una de ellas y, a la izquierda una porcion del
citoplasma de otra. Por encima de éstas estan los pies de la glia de Bergmann (GB). Y muy
proximo a ellos se encuentra un axé6n mielinico (flecha).
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Con una mayor magnificacion se observa que los pies de la GB estan en
contacto entre si mediante uniones comunicantes, y con las células ependimales
contactan mediante uniones estrechas. También presentan vesiculas, filamentos
intermedios y granulos de glucégeno; organelos membranosos como
mitocondrias, y reticulo endoplasmico rugoso (RER). Ademas, proximos a ellos

hay conjuntos de axones amielinicos transversales (Figura 11).

Figura 11 Contactos de la Glia de Bergmann (X 20,000). Se observan en secciones
longitudinales y transversales los pies de la Glia de Bergmann (GB), mitocondrias (algunas
marcadas, M), filamentos intermedios (fi), polisomas (Ps), lisosomas (L), reticulo endoplasmico
rugoso (rectangulo punteado). Encerrados en circulo se indican dos conjuntos de axones
amielinicos en secciones transversales. Las flechas sefialan uniones Gap y las cabezas de flecha
senalan las uniones estrechas. Los circulos con linea punteada sefalan vesiculas en la membrana
de la GB.
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Zona subventricular

De la region indicada en la Figura 8 D, se observa que en el area central del techo
del IV ventriculo, dorsales a la zona periventricular formada por las células
ependimales, existen diversas estructuras y tipos celulares (Figura 12). Esta
diversidad celular constituye la zona subventricular, que esta separada de la capa
molecular por un conjunto de células electro opacas (Figura 12,13 A, 14 y 15), que

constituyen una interfase entre ambas regiones en el I6bulo I.

Figura 12 Zona de axones mielinicos (X 3,000). Monocapa de células ependimales (E) con sus
cilios y microvellosidades (*). En la regién subventricular (SV) hay una capa de axones mielinicos
(AM) y otros tipos celulares. Delimitacién de células electro opacas (flechas) separa la capa
molecular (CM) en el parénquima cerebeloso de la zona SV.
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En esta zona se encontrd el nucleo de una célula electro opaca limitando
con un vaso sanguineo y con un pie de la GB del lado del parénquima cerebeloso.
En la regidn subventricular se observd diversidad en estructuras celulares, entre
ellos, axones mielinicos, axones amielinicos, y sinapsis. Ademas se encontraron
cuerpos de neuronas, citoplasma de astrocitos y a las células ependimales

formando la capa periventricular (Figura 13 A).

Al observar la region subventricular con mayor magnificacion se distingue
una sinapsis asimétrica o sinapsis tipo |, que ultraestructuralmente se caracteriza
por presentar vesiculas esféricas, y una densidad postsinaptica y hendidura
sinaptica evidente (Figura 13 B), este tipo de sinapsis son frecuentemente

excitadoras.

En esta zona hay una cantidad considerable de axones, tanto amielinicos,
como mielinicos, y hay diversidad en el calibre de estos. Los astrocitos en esta

zona también son abundantes (Figura 13 C).

En la Figura 14 se observa a mayor magnificacion el nucleo aplanado de
una célula electro opaca que separa ambas zonas (capa molecular y zona
subventricular) en el techo del cuarto ventriculo. Del lado inmerso en el
parénquima cerebeloso se observa una estructura electro Iucida, presumiblemente

un pie de GB. En la capa molecular se observan algunas sinapsis.

El arreglo de la interfase constituida por las células electro opacas, consiste
en que el citoplasma de dichas células se adelgaza hasta alcanzar el citoplasma
de la célula siguiente, los nucleos de estas células frecuentemente se encuentran
asociados a vasos sanguineos, sin embargo, se llegan a encontrar nucleos
electro-opacos en el trayecto entre un vaso y otro. Por lo tanto, estas células
pueden clasificarse en dos tipos; 1) las de nucleos cercanos a vasos sanguineos,

y 2) las de nucleos no asociados a vasos sanguineos.
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Figura 13 Heterogeneidad celular en el techo del 4v. A) célula electro-opaca con nucleo
triangular aplanado (flechas), del lado izquierdo, en contacto con ella, hay un pie de Glia de
Bergmann (GB), por encima de ambas esta la luz de un vaso sanguineo. Del lado derecho de la
fotomicrografia, pasando la delimitacién electro-opaca, estan los axones mielinicos (AM), los
axones amielinicos (*), las sinapsis (S), neuronas (N), y astrocitos, algunos marcados (As). En el
extremo derecho de la imagen estan las células ependimales (E) en contacto con el 4v
(fotomicrografia X 3,000). B) axén mielinico, axones amielinicos (*), sinapsis y astrocitos
(fotomicrografia X 30,000). C) abundancia de axones mielinicos de distintos calibres, axones
amielinicos, y astrocitos (fotomicrografia X 15,000).
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Figura 14 Células electro opacas separan la zona subventricular de la capa molecular (X
12,000). Nucleo aplanado y citoplasma electro-opaco (flechas), las masas de desechos granulares,
algunas estan indicadas ( O). Del lado izquierdo de la division se encuentra un pie de Glia de
Bergmann (GB) y multiples sinapsis, algunas indicadas (S). Por debajo de la divisién se aprecia un
fragmento de ax6n mielinico (AM).

Los pies de la GB se extienden longitudinalmente, limitando con las células
electro-opacas (Figura 11, 12 y 13 A). En las zonas donde hay vasos sanguineos,

los pies contactan con estas células pero no las envuelven.
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Figura 15 Pies de Glia de Bergmann y célula electro opaca (X 15,000). Célula electro-opaca
(flechas) con nucleo aplanado, presenta polisomas (P), ademas presenta una masa de desechos
granulares (O). Del lado izquierdo de la divisién se encuentra un pie de Glia de Bergmann (GB) y
multiples sinapsis (S). Por debajo de la divisién se aprecia un fragmento de axén mielinico (AM),
axones amielinicos cortados transversalmente (*) y citoplasma de astrocitos (As).

Los pies de la GB en el techo del IV ventriculo presentan caracteristicas
que los vuelve mas complejos y los diferencia de los pies que proyectan hacia la
pia madre. Estas caracteristicas se mencionan a continuacion, y estan resumidas
en la Tabla 1 donde se comparan con las caracteristicas de los pies de GB que

terminan en la pia.
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Tanto en la zona periventricular como en la subventricular, se observa que
los pies no forman lamina basal, presentan una cantidad considerable de
polisomas, filamentos intermedios y los granulos de glucégeno son mas
abundantes. Poseen organelos membranosos como lisosomas, reticulo
endoplasmico, y mayor cantidad de mitocondrias, aunque no son tan abundantes
como en las células nerviosas. El citoplasma de los pies terminales en esta region
es mas electro-opaco que el citoplasma de los pies de GB que proyectan hacia la
pia, y pueden distinguirse dos tonalidades electro-opacas (una mas tenue que
otra, sin llegar a ser electro-lucidas).

Una caracteristica observada unicamente en la zona periventricular, es que
los pies de GB estan en contacto directo con las células ependimales y entre

ambos tipos celulares hay vesiculas.
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Tabla 2 Caracteristicas ultraestructurales de los Pies de la Glia de Bergmann del ratén.

Pies de la Glia de Bergmann que
terminan hacia la Pia

Pies de la Glia de Bergmann que
terminan en el techo del 4v

e Membranas espiraladas
(polisomas).

¢ Mitocondrias alargadas y menos
electro-opacas que las mitocondrias
neurales.

e Forman lamina basal en la
superficie pial.

(Sotelo y Changeux, 1974)

e Pies ligados unos con otros
mediante uniones gap.

e Hemidesmosomas en la cara pia-
aracnoides.

e Forman lamina basal en la
superficie pial.

(Sievers et.al.1981)

e Contienen mas filamentos.
e Citoplasma mas electro-lucido.
e Uniones Gap.

(Landis y Reese, 1982)

o Citoplasma mas electro-opaco.

e Mayor cantidad de
mitocondrias, pero no
abundantes.

e Reticulo Endoplasmico.

e Polisomas libres.

e Granulos de glucégeno muy
abundantes.

e Filamentos intermedios.

e Uniones Gap.

e Contactan con distintos tipos
celulares: células electro-
opacas, y células
ependimales.

e No forman lamina basal.

e Forman sinapsis tripartita.
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8. DISCUSION

Previamente se reportd que en el techo del IV ventriculo existen perfiles
electrofisioldgicos que corresponden a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos
(Reyes-Haro et al. 2013), en este estudio se corrobora, mediante imagenes de
microscopia electronica de transmision, que en el techo del IV ventriculo hay una
amplia variedad de estructuras que corresponden a los axones, tanto mielinicos
(Figura 9, 10, 12 y 13) como amielinicos (Figura 11 y 15), procesos de astrocitos

(Figura 13, 14, y 15) y cuerpos de neuronas (Figura 13).

Los pies de Glia de Bergmann en la region del IV ventriculo (GByV) se
diferencian de los de la GB que proyecta hacia la pia madre (GBp) por la aparente
cantidad de organelos presentes. EI aumento en el numero de mitocondrias, y
granulos de glucogeno en la GByV, sugieren que hay mayor actividad metabdlica.
El glucégeno es un polisacarido que provee de energia, ya que almacena
subunidades de glucosa. Se localiza casi exclusivamente en los astrocitos, por lo
que en estas células hay un procesamiento metabdlico activo, de hecho, los
astrocitos procesan la glucosa para transformarla en lactato, lo que posteriormente
sirve como sustrato metabdlico para las neuronas. Asi, los granulos de glucégeno
encontrados en los pies terminales de la GB,/V, son prueba de que en esta zona

hay alta demanda energética.

Por otra parte, la presencia de RE y polisomas libres indican actividad
traduccional. En el RE se sintetizan lipidos, y para que las mitocondrias
mantengan la integridad de sus membranas, requieren del recambio constante y
coordinado de éstos (Marchi et al. 2014), por lo que es probable que en la GByV
haya transporte de fosfolipidos entre mitocondrias y RE. Ademas, se sabe que las
mitocondrias participan en el mantenimiento de los niveles de Ca®" intracelular, y
el RE es un reservorio de Ca?*, por lo que podria estar suministrando el Ca®"
intracelular. Los niveles de Ca®" intracelular son importantes para la sefializacion
de Ca®" en astrocitos, como la propagacién de las ondas de Ca*, vy la
gliotransmision. Asi, se sugiere que los pies terminales de la GB\/V podrian tener

una funcion similar a la de los microdominios, es decir, compartimentos
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subcelulares independientes, capaces de responder con autonomia mediante el
incremento de las concentraciones de Ca®" cuando son estimulados (Grosche et
al. 1999). Para probarlo es conveniente realizar un estudio de MET con cortes
seriados, para discernir primero si las mitocondrias y el RE en los procesos de la
GB\V, estan contactando directamente. Por otra parte, se deben hacer estudios
de imagen de calcio para identificar si el comportamiento de los pies terminales de
la GB\V que contactan con las células ependimales (Figura 10 y 11) y con las
células de citoplasma electro opaco (Figura 13 A, 14 y 15), es similar al de los
microdominios gliales ubicados en los apéndices de la GB que interactuan con las

neuronas de Purkinje o las fibras paralelas (Grosche et al. 1999).

Se sabe que los filamentos intermedios (FI) estan compuestos por
diferentes proteinas de acuerdo al tipo celular, a la funcién de la célula o al estado
de desarrollo (Eliasson et al. 1999). Cuando los FI estan implicados en patologias
del SNC, como el trauma, la isquemia y la neurodegeneracion, presentan cambios
en la morfologia y en la expresion de los genes que, en astrocitos codifican para
las proteinas: acida fibrilar glial (GFAP), vimentina y nestina; las dos ultimas se
expresan también en astrocitos inmaduros, por tanto, es normal que en etapas
tempranas del desarrollo sean muy abundantes (Pekny y Pekna, 2004). En el caso
concreto de la GB, los Fl presentes en roedores en estado adulto son los de
GFAP, ya que los animales utilizados para este proyecto no fueron sometidos a
ningun tratamiento, como isquemia o lesiones mecanicas, los Fl visibles en esta

region (Figura 11) deben corresponder a los de tipo GFAP.

Es probable que por la diversidad celular del techo del IV ventriculo el
microambiente de esta zona sea mas dinamico que aquel de la pia madre. En
consecuencia, la cantidad de organelos presentes en las poblaciones de GBy/\V es
mayor y mas diversa que la reportada para la GBp ya que la diversidad de los

astrocitos esta relacionada con el ambiente que los rodea.

Las caracteristicas ultraestructurales de estas células electro-opacas
sugieren que puede tratarse de alguno de dos tipos celulares, microglia o
pericitos. Las caracteristicas sugieren que se trata de microglia son que estas
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células presentan nucleos aplanados, elipticos y algo triangulares, y en MET
pueden identificarse por presentar aglomeraciones densas de cromatina en el
nucleo, un citoplasma denso, procesos con pocos microtubulos, un aparato de
Golgi (G) bien desarrollado, y un Reticulo Endoplasmico Rugoso (RER) que
consiste de cisternas estrechas y alargadas que siguen un sinuoso camino en el
citoplasma, ademas presentan masas de desechos granulares. A diferencia de los
astrocitos, estas células no tienen granulos de glucdgeno ni paquetes de
filamentos. Ademas, se ha descrito que la microglia se establece en lugares
cercanos a la pia madre, la tela coroidea y los plexos coroideos, para
posteriormente migrar al interior del parénquima del SNC (Pannese, 1994). En
este caso, las células electro opacas presentan varias caracteristicas de microglia,
en particular, su ubicacién cercana a la luz del IV ventriculo, la forma del nucleo, la
electro opacidad, presencia de RER arreglado en estrechas y cisternas alargadas,
la posible presencia de lisosomas, y la ausencia de glucdégeno y filamentos
intermedios. Por otra parte, los nucleos de células electro-opacas asociadas a los
vasos, sugieren que se trata de pericitos, ya que son estas células las que estan
tipicamente relacionadas con los vasos sanguineos. Ademas, la microglia
presenta una distribucion de organelos restringida a la zona central de las células,

sin llegar a la periferia (Larriva-Sahd, comunicacién personal).

A pesar de que la MET es una técnica capaz de evidenciar las estructuras y
sucesos presentes en un tiempo dado dentro de una célula, no es posible
aseverar que lo que se describe en una fotomicrografia, corresponda con lo que
ocurre realmente en la célula o el ambiente celular. Por esto, la MET debe
realizarse preferentemente con imagenes seriadas que permitan obtener la
reconstruccion digital del organelo, la célula, e incluso de la zona ya estudiada.
Ademas es recomendable complementarla con otras técnicas que den certeza de
que las propiedades electrofisiolégicas, inmunohistoquimicas, moleculares, etc. De
las estructuras presentes, correspondan con la identidad de los organelos y tipos

celulares sefialados en este trabajo.
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9. CONCLUSIONES

Utilizando la técnica de MET, se observaron dos de las tres poblaciones sugeridas

previamente para clasificar a la Glia de Bergmann del techo del IV ventriculo en

relacion con las estructuras que contactan sus pies terminales:

La poblacion de la GB cuyos pies terminan en la region periventricular
contactan tanto con capilares, como con una region subventricular
delimitada por un conjunto de células electro-opacas. De esta poblacion, se
destaca que los pies de la GB no se encuentran en contacto directo con la
diversidad celular ubicada en la regién subependimal del techo del IV
ventriculo, por debajo de la division electro-opaca.

La poblacién de la GB con los pies que establecen contacto con la region
periventricular compuesta por las células ependimales.

De la poblacion que sugiere que los pies de la GB llegan a la luz del

ventriculo, no se encontraron evidencias.

Ultraestructuralmente, los pies y procesos de la GB cercanos al IV

ventriculo presentan mayor cantidad de organelos, en contraste con lo reportado

para los pies de GB que proyectan hacia la pia lo que sugiere que la GB de esta

zona tiene mayor actividad metabdlica y traduccional.

La evidencia de las dos subpoblaciones de la GB, sugiere que este tipo de

glia es capaz de especializar sus funciones en relaciéon con el microambiente en el

que se desenvuelve, de tal manera que, dichos grupos difieren de acuerdo a su

ubicacidon en el parénquima cerebeloso y las estructuras con las que contactan

sus pies terminales. Por esto, es importante realizar nuevos experimentos que

arrojen mas evidencias y sustenten una nueva clasificacion.
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