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RESUMEN

Se estudio el desarrollo in vitro de la region cerebral parietal del raton aplicando el método de Golgi a cultivos de tejidos
rotatorios, para identificar los importantes cambios morfologicos que se producen durante la maduracion de las células
piramidales de la corteza parietal, utilizando una variacion del método de Golgi, facil de realizar y que, a diferencia del
método clasico, ofrece resultados rapidos. A los 3 y 5 dias de desarrollo postnatal, se observaron signos de inmadurez
neuronal; mientras que a partir del dia 7 postnatal aparecen las primeras sefiales de maduracion y diferenciacion celular,
como es la aparicion de espinas dendriticas, elemento morfoldgico indispensable para la formacion de contactos sinapticos
interneuronales. Esto demuestra que el dia 7 postnatal corresponde al Periodo Critico de la corteza parietal en el raton,
porque es el momento cuando se desencadenan los procesos que permitiran el funcionamiento adecuado de esa corteza. El
uso combinado de ambos procedimientos: cultivo de tejidos e impregnacion cromo-argéntica, constituye una importante y
versatil herramienta para el estudio ontogénico de las diferentes regiones del sistema nervioso.

Palabras claves: método de Golgi, cultivos histotipicos, desarrollo, corteza cerebral
GOLGI’ SMETHOD PARTICULARLY USEFUL FOR CULTURED NERVE CELLS

ABSTRACT

In vitro development of the parietal cortex of mice was studied, applying the Golgi’ s method to rotary culture tissues, to
identify the important morphologic changes that take place during the pyramidal cells maturation of the parietal cortex,
using a variation of the Golgi’ s method by a simple procedure and unlike the classic method, offers faster results. Signs of
neuronal immaturity were observed after 3 and 5 days old postnatal development, whereas at postnatal day 7 the first signals
of cellular differentiation appears as dendritic thorns, which is the morphological structure essential for the formation of
interneural synaptic contacts. This demonstrates that day 7 postnatal corresponds to the Critical Period of the mouse parietal
cortex, at this stage important features of differentiation are present. The combined use of both procedures: tissue culture
and chromo-argentic impregnating, provides an important and versatile tool for the ontogenic study of the different regions
from the nervous system.

Keywords: Golgi’s method, histotypic cultures, development, cerebral cortex.

INTRODUCCION

Es un hecho que el conocimiento de los procesos de En la busqueda de mejores resultados en el estudio de
maduracion de las células neuronales es crucial para la neuronas en desarrollo se ha tratado de utilizar diversas
comprension del funcionamiento del sistema nervioso técnicas, entre ellas una de las mas utilizadas ha sido el
adulto; es asi como el analisis de la maduracion de las cultivo in vitro de tejidos [12, 13, 18, 19, 20, 21, 22] que
células neuronales tanto del sistema nervioso central como ha permitido el estudio del comportamiento migratorio
del periférico ha sido motivo de estudio desde épocas no neuronal y del establecimiento de conexiones celulares
tan recientes hasta el momento actual [1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, corticales durante el desarrollo neuronal. Los cultivos in
10,11]. vitro constituyen un modelo experimental para el estudio
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simplificado de colectividades neuronales de diversas
regiones del sistema nervioso, lo cual ha facilitado el
estudio de la neurogénesis y de la maduracion neuronal, asi
como el analisis experimental del tejido nervioso desde el
punto de vista bioquimico, farmacolédgico y toxicologico,

entre otros [14, 15, 16, 17].

Otro método ampliamente utilizado en las neurociencias
es el método cromoargéntico desarrollado por Camilo
Golgi [23] y aplicado sabiamente por Santiago Ramoén y
Cajal [3]. Este método cromoargéntico, conocido hoy dia
como método de Golgi, ha sido modificado innumerables
veces tratando de obtener resultados mas Optimos y
reproducibles, ya que es un método conocido por su
caprichosidad para impregnar las neuronas [1, 2, 3, 23, 24,
25, 26, 27]; sin embargo, hoy dia sigue siendo la técnica
utilizada para el estudio fenotipico del sistema nervioso

[27, 28, 29, 30].

En este trabajo estudiaremos el desarrollo in vitro de la
corteza cerebral parietal de ratén desde el dia 3 de edad
postnatal (P3) hasta el dia 9 de edad postnatal (P9),
utilizando la técnica de cultivo de tejidos rotatorios
desarrollada por Moscona y Garber [31, 32] y modificada
en nuestro laboratorio [18, 19, 33], conjuntamente con la
aplicacion del método de Golgi modificado por Palacios-
Prii [25]. Conociendo la capacidad de impregnacion de las
neuronas cultivadas, se espera que la combinacion de
ambas técnicas sea de gran utilidad para la comprension

del desarrollo neuronal.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones NMRI de 3 (P3), 5 (P5), 7 (P7) y 9
(P9) dias postnatal, suministrados por el Bioterio de la
Universidad de Los Andes.

Cultivos de Corteza Cerebral Parietal

Fueron preparados siguiendo el procedimiento para

cultivos rotatorios modificado por Palacios-Prii y col. [18,
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19, 33] a partir de la técnica basica propuesta por
Moscona [31] y por Garber y Moscona [32]. A los ratones
de las diferentes edades antes indicadas, después de ser
anestesiados via intraperitoneal con pentotal sodico (80
mg/kg-peso), se les removio el encéfalo e
inmediatamente este fue colocado en solucion Tyrode.
Bajo una lupa estereoscopica y en un ambiente estéril, se
extrajo la corteza cerebral parietal y se secciond en
pequefios trozos de 1 a 3mm’, los cuales fueron lavados
repetidamente en solucion Tyrode y transferidos a un
frasco Erlenmeyer que contenia 6 ml de medio de cultivo
reconstituido y previamente oxigenado (95% O, + 5%
CO,), el cual estaba compuesto por 90% de medio basal
de Eagle con L-glutamina (GIBCO), 9% de suero de
caballo (GIBCO) y 1% de solucion de penicilina (5000
Ul/ml) y estreptomicina (5 mg/ml). Los cultivos fueron
incubados durante 6 dias a 37°C, con rotacidén constante a
70 rpm; el medio fue cambiado cada 48h y oxigenado
durante un min cada 24h. Una vez transcurrido el tiempo
programado de incubacion, los tejidos fueron retirados del
medio de cultivo para iniciar la impregnacion

cromoargéntica con la variacion al método de Golgi.

Método de Golgi

Los tejidos cultivados fueron lavados con abundante agua
destilada e inmediatamente incubados en la mezcla
cromante Golgi 44 [25], la cual fue preparada, en el
momento previo a ser utilizada, mezclando 44 ml de
solucion acuosa de dicromato de sodio al 2%, 2 ml de
glutaraldehido al 50%, 3ml de formaldehido al 37% y 1
ml de acido acético glacial. En esta mezcla, los tejidos
fueron incubados durante 4h y luego lavados con agua
destilada, para después ser incubados en una solucioén de
nitrato de plata al 1,5% durante 4h. Transcurrido este
tiempo, el material fue lavado nuevamente con abundante
agua destilada. Para realizar los cortes, los cultivos fueron
colocados sobre bases de parafina y utilizando un
microtomo Sorvall JB-4, se procedid a realizar cortes de

50 um de espesor, los cuales fueron recogidos en una
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cubeta con agua destilada, después fueron deshidratados
en alcohol isopropilico al 80, 90 y 100% y finalmente,
fueron clarificados con xilol. Para la observacion de los

cortes se utilizé un microscopio Polyvar Reichert Jung.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los cultivos provenientes de ratones de edad P3 se
identifican células piramidales de forma redondeada e
irregular, con prolongaciones de aspecto indefinido
emergiendo del cuerpo celular y orientadas en diferentes
sentidos, caracteristicas propias de neuronas inmaduras
(Fig. 1). A esta edad el nimero de células impregnadas es

€SCaso.

Fig. 1. Cultivo de corteza cerebral parietal de
raton P3, se observan algunas neuronas
piramidales (flechas) inmaduras con escasas e
irregulares ramificaciones dendriticas. Barra:
83um.

Al analizar los cultivos preparados de ratones de edad PS5,
morfologicamente las células piramidales son todavia de
aspecto primitivo, el cuerpo es de forma esferoidal, con
multiples prolongaciones celulares, distinguiéndose entre
ellas algunas mas alargadas y que empiezan a mostrar
caracteristicas de prolongaciones dendriticas y que se

originan de diversos sitios del soma celular (Fig. 2).

Acta Microscopica Vol. 19, No. 2, 2010, pp. 145 - 151

)
« . :

N E L -W
.'°‘ g - 5 / P I
@ .‘_ »._‘:‘i. " .‘..'&
- t'::l' ¥ K
Fig. 2. En esta seccion de un cultivo de corteza
parietal de raton PS5, se pueden apreciar
neuronas piramidales aun con un alto grado de
inmadurez (flechas largas) y con pocas

ramificaciones dendriticas (flechas cortas).
Barra: 83 um.

El tejido cerebral parietal cultivado de ratones de edad P7,
histoléogicamente presentan caracteristicas propias de una
organizacion cortical, es decir, las neuronas ya no se
observan de manera aislada sino que empiezan a
organizarse en laminas o capas. Las neuronas piramidales
a esta edad muestran un mayor desarrollo celular, se
observan algunos cuerpos de neuronas piramidales de
forma triangular del cual emergen, de dos o tres sitios
ramificaciones dendriticas con espinas dendriticas bien
identificarse también

conformadas. Pueden

prolongaciones con caracteristicas propias de los axones

(Fig. 3).

Finalmente, cuando los cultivos son preparados de ratones
de edad P9 la organizacion de las células en capas es mas
definida. La mayoria de las células piramidales ya se han
transformado en células multipolares organizadas en
diferentes  niveles, inicidndose el proceso de
regionalizacion tisular (Fig. 4), como ocurre normalmente

en condiciones in situ.
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Fig. 3. En esta fotografia se muestra una neurona
piramidal de un raton P7 después de 6 dias de
cultivo. En esta edad se comienzan a identificar
dendritas basales (BD), la dendrita apical (AD) y
una extension celular que muestra caracteristicas
de axon (Ax). En las dendritas de estas células
piramidales cultivadas es posible observar algunas
espinas dendriticas (flechas). Barra: 18 um

Las dendritas de las neuronas piramidales de estos
cultivos estan mas desarrolladas y tienen mayor cantidad
de espinas dendriticas que las observadas en cultivos de
edades anteriores; siendo importante destacar que las
dendritas apicales son muy ramificadas en el extremo
distal y se hacen mas alargadas que las dendritas basales
(Fig. 5), de igual manera como se observa en la corteza

cerebral de un animal adulto.

Fig. 4. En esta imagen de un cultivo de corteza
cerebral de raton P9, se aprecian neuronas
piramidales (flechas), con dendritas apicales
bien diferenciadas. La linea punteada indica la
separacion entre la zona cortical del cultivo y el
area central. Barra: 83 pm

Fig. 5. Corte de un cultivo de corteza cerebral
parietal de un raton P9 donde se pueden
observar neuronas piramidales con
caracteristicas fenotipicas mas desarrolladas
que las observadas en las edades previas. Estas
neuronas tienen dendritas apicales (AD) y
dendritas basales (BD) bien diferenciadas y
prolongaciones axoénicas bien desarrolladas
(Ax). Barra: 83 um

Los procesos de migracion y diferenciacion neuronal en
la corteza cerebral parietal del ratdon se extienden hasta el
séptimo dia postnatal, edad en la cual las células
piramidales se ubican en la corteza cerebral en el lugar
definitivo que les corresponde y expresan por primera vez
las caracteristicas morfologicas externas que permiten
reconocerlas como tales. Este breve lapso de tiempo es
conocido como Periodo Critico [34]. De acuerdo a los
resultados obtenidos en este estudio, para las células
piramidales de la corteza parietal en el raton el Periodo
Critico sucede al dia P7 + 12h. Es a partir de este
momento cuando la neurona piramidal parietal expresa las
condiciones morfologicas y en consecuencia las
funcionales, necesarias para establecer las diversas
interconexiones celulares que le permiten al cerebro
actuar como una unidad sincronizada. El Periodo Critico
es la expresion de los procesos de plasticidad que influyen
en la maduracion y en el adecuado funcionamiento de los
circuitos neuronales corticales para el modelaje final de la

maduraciéon de las neuronas [14, 35, 36, 37]. Este
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comportamiento  funcional ha sido  observado
anteriormente en cultivos de otras regiones del sistema
nervioso central, tales como hipotalamo, bulbo olfatorio

y corteza cerebelosa [36, 38, 39].

El método de Golgi, disefiado originalmente por Camilo
Golgi [23] y perfeccionado por Santiago Ramoén y Cajal
[1], es una técnica clasica que no requiere de grandes
exigencias ni costosos equipos y tiene la ventaja que
impregna selectivamente algunas células, lo cual le
permite expresar de manera exacta, la morfologia de cada
neurona en particular, tanto del cuerpo como de sus
prolongaciones celulares; sin embargo, tiene como
inconveniente que es una técnica que requiere
prolongados periodos de tiempo para obtener la
impregnacion del tejido [26; 27]. En 1970, Palacios-Prii,
publicé las modificaciones realizadas por ¢l al método de
Golgi, con las cuales se obtienen resultados en

aproximadamente 8h.

La técnica de cultivo in vitro de tejidos permite reproducir
las condiciones fisiologicas que una poblacion celular en
particular tiene en el animal de experimentacién, pero
ademas permite también que una poblacion celular pueda
ser estudiada de forma aislada sin que tenga la interaccion

con otros tejidos.

Por su parte, el tejido en desarrollo constituye un modelo
experimental que ofrece ventajas sobre el tejido adulto, en
razén a que el primero es un modelo mas simplificado en
cuanto a la organizacion tisular, ya que no se han
establecido todavia todas las relaciones celulares

definitivas.

La utilizaciéon en conjunto de estas tres herramientas:
tejido en desarrollo, cultivo de tejidos y método de Golgi,
permitieron observar el desarrollo neuronal in vitro de la
corteza cerebral parietal y determinar el Periodo Critico,

como se demuestra con los resultados obtenidos a partir
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de cultivos de corteza cerebral parietal de ratones de
edades P3, PS5, P7 y P9, en los cuales observamos células
neuronales con un alto grado de inmadurez (P3) hasta
neuronas bien desarrolladas con ramificaciones
dendriticas y axonicas bien establecidas (P7 y P9) y
organizadas tisularmente en capas como sucede en la

corteza cerebral in situ.

Nuestros resultados reafirman la importancia que tienen
los cultivos in vitro y la modificacion al método de Golgi
realizada en nuestro laboratorio hace mas de tres décadas,
como herramientas valiosas para el estudio del desarrollo

del sistema nervioso central.
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