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1. INTRODUCCION

1.1. ORGANIZACION ESTRUCTURAL DEL HIPOCAMPO DE LOS
VERTEBRADOS

1.1.1. Nomenclatura y topografia

El hipocampo es una de las partes del cerebro que més
intensamente se ha estudiado. El interés hacia é1 se debe tanto
a su papel funcional (implicacién en procesos de memoria y
aprendizaje), como a las peculiaridades tnicas de la organizacién
del hipocampo y de su desarrocllo, pues contiene varias
subregiones con diferente organizacién y ritmo de desarrollo. Su
ordenada organizacién estructural en capas y la elevada capacidad
de reinervacién, hacen del hipocampo el modelo experimental mas
enpleado para el estudio del funcionamiento de 1los circuitos
neuronales y la plasticidad y capacidad regenerativa del cerebro
(Reznikov, 1991).

Conviene distinguir entre los términos regidn
hipocampal, formacién hipocampal, e hipocampo. En el cerebro de
mamiferos la regién hipocampal es el componente central del
sistema limbico. Este se compone de una porcién cortical y una
porcién subcortical. La porcién cortical estd constituida por la
circunvolucién limbica, la cual es parte de la corteza cerebral,
tiene forma de anillo, estd situada en la cara interna de cada
hemisferio, separa la neocorteza del hipotdlamo y del tronco
encefdlico, e 1incluye el giro parahipocampal, cingulado ¥y
subcalloso. La porcién subcortical incluye la regidén hipocampal,

la corteza olfatoria medial a la fisura rinal, la amigdala, el



septum, los cuerpos mamilares, y el nidcleo taldmico anterior
(Reznikov, 1991; cCardinali, 1992). La regién hipocampal se
subdivide en dos partes (Ramén y Cajal, 1911; Lorente de N6,
1934; Blackstad, 1956; Angevine, 1965, 1975; Isaacson, 1987): a)
la formacién hipocampal, consistente en el hipocampo propiamente
o asta de Ammon, el giro dentado, y el subiculum (incluyendo el
prosubiculum), y b) la formacién parahipocampal, consistente en
el presubiculum, el parasubiculum (incluyendo el 4drea
retroplenial) y la corteza entorrinal. Sin embargo, el término
hipocampo es empleado a menudo para designar la formacién
hipocampal, especialmente para referirse al asta de Ammon y al
intimamente asociado giro dentado (Isaacson, 1987). En el
presente trabajo utilizaremos el término hipocampo para referinos
al asta de Ammon.

Filogenéticamente, el sistema limbico corresponde a las
partes mds antiguas del telencéfalo y a 1las estructuras
subcorticales gque de &€l derivan (Cardinali, 1992). El hipocampo
se considera como la arquicorteza intermedia en el desarrollo
evolutivo, entre la paleocorteza olfatoria Yy la neocorteza
{Nieuwenhuys y col., 1982; Shepherd, 1979). La topografia de 1la
formacién hipocampal es mds bien complicada y difiere ligeramente
en distintas especies de mamiferos (Angeﬁine, 1975). S6lo los
mamiferos placentarios poseen una bien desarrollada formacidn
hipocampal postcallosa, situada bajo la corteza temporal vy
formada por un pliegue de la pared del hemisferio medial. Por su
lado 1lateral, la formacién bordea la pared mediobasal del
ventriculo lateral. El1 hipocampo representa una continuacién de
la corteza cerebral que se enrrolla, mientras que el giro dentado
representa su final libre. La formacién hipocampal estd curvada
a lo largo de su eje longitudinal (septo~temporal), de manera que
la parte dorsal posee una orientacién casi horizontal, y la
porcién ventral desciende a la base cerebral (Blackstad et al,

1970; Hjorth-Simonsen, 1972; Kalhe, 1988; entre otros), es decir,



posee forma de new,

En secciones perpendiculares a su eje longitudinal la
formacién hipocampal presenta dos arcos, uno grande, constituido
por las células piramidales del hipocampo, cuyo extremo inferior
estd incluido en la apertura del arco pequeno, formado por las
células granulares del giro dentado (Fig. 1).

El hipocampo se ha subdividido en diversas regiones o
dreas. Ramén y Cajal (1911) distinguidé en los roedores dos
regiones, una inferior, gue comprende la 2zona de células
piramidales grandes, y otra superior, que comprende el resto del
hipocampo. Un andlisis morfolégico mds detallado permitid a
Lorente de N6 (1934) subdividir el hipocampo en cuatro campos:
CAl, CA2, CA3, y CA4 (Fig. 1). El drea CAl corresponde a la mayor
parte de la region superior, CA2 estd situada cerca de la curva
del arco del hipocampo, CA3 ocupa la mayor parte de la regioén
inferior, y Ca4 se encuentra dentro de la apertura del arco que
forma el giro dentado, en la regién del hilus.

En base a los patrones dendritico y axonal de las
neuronas de CAl y CA3 observados en tincidén de Golgi, Lorente de
N6 distinguid tres partes en ellas {(a, b, y c¢): CA3c, la parte
mas préxima al giro dentado, CA3a, la més’préxima a CA2, y CA3b
entre las anteriores; CAlc, la mds cercana a CA2, y CAla la mas
cercana al subiculum. Sin embargo es bien conocido que los
patrones de proyeccién de las piramidales dentro de un mismo area
varian progresivamente (Ishizuka y col., 1990), existiendo un
gradiente a lo largo del eje transversal del hipocampo, lo que
lleva a considerar mds exacta una terminolégia de ubicacién de
las células segun su posicién préximo-distal respecto al giro
dentado: CA3 proximal es la zona de CA3 mas cercana al giro
dentado y la distal es la mds cercana a CA2; CAl mds cercana a
CA2 es la proximal y la mds cercana al subiculum es la distal.
En el presente trabajo emplearemos la nomenclatura de Lorente de

N6 (CAl, CA2, CA3, CA4) para referirnos a los distintos campos
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PIGURA 1. Esquema de la estructura y de las conexiones del hipocampo y giro dentado.

A, ganglio de] extremo occipital; -B, subiculum; -C, hipocampo; -D, giro dentado; -E, fimbria; -F, cingulo; -
G, fasciculo anqular o tracto temporo-amménico cruzado; H, cuerpo calloso; -K, colaterales recurrentes
resultantes de las células piramidales y entrando al stratum lacunosum del hipocampo; -a, cilindro-eje
penetrando en el cingulo; -b, fibras del cingulo terminando en el nicleo del extremo occipital; -c, fibras
temporo-amnénicas perforantes o directas; -d, fibras perforantes del cingulo; -e, plano de fibras temporo-
amménicas superiores; -g, célula del subfculum; -h, células piramidales de la regién superior del hipocampo;
-i, colaterales ascendentes de las grandes células piramidales; -J, cilindro-eje de un grano; -r, colaterales
de fibras del alveus. Tomado de Ramén y Cajal (1911) y modificado. Hemos remarcado en rojo los distintos
strata del hipocampo y sus limites (Av, alveus; SO, stratum oriens; SP, stratum pyramidale; SR, stratun
radiatun; 81, stratum lucidum; SL, stratum lacunosun; SM, stratum moleculare); y en azul la subdivisién en
sreas del hipocampo (CAl, CA2, CA3, CA4). En verde sefialamos las capas del giro dentado (Sm, stratum

poleculare; 56, stratum granulosum; Hi, hilus).



o 4areas del hipocampo, aungue adaptdndola a los posteriores
descubrimientos de Ishizuka y col. (1990).

El giro dentado consta de la fascia dentata (arco menor
de la formacién hipocampal) y el hilus (Fig. 1). La fascia
dentata se subdivide en dos porciones: la mds préxima al drea CAl
se denomina brazo suprapiramidal y la otra infrapiramidal
{Isaacson, 1987).

1.1.2. Organizacién estructural del hipocampo y

el giro dentado

La organizacién estructural del hipocampo y del giro
dentado ha sido estudiada con gran detalle en roedores (Ramén y
Cajal, 1911; Lorente de N6, 1934; Blackstad, 1956; Laatsch vy
Cowan, 1966; Blackstad y col., 1970; Hjorth-Simonsen, 1972, 1973;
Andersen, 1975; Amaral, 1978; Gaarskjaer, 1986; Laurberg, 1979;
Stanfield y col., 1979; Stanfield y Cowan, 1979a; Braitenberg y
Schiiz, 1983).

A) En el hipocampo, se distinguen las siguientes capas,
comenzando desde el ventriculo lateral (Fig. 1):

1. Capa ependimal, consistente en células ependimales que
rodean la pared del ventriculo (no representada en la Fig. 1).

2. El1 alveus (Av) contiene los axones mielinizados de las
neuronas piramidales hipocampales que discurren paralelos al
stratum pyramidale, las fibras del tracto alveolar procedentes de
la corteza entorrinal, y proyecciones desde el septum.

3. El stratum oriens (S0), formado por las dendritas basales
de las neuronas piramidales hipocampales. En la parte proximal de
dichas dendritas terminan las aferencias comisurales procedentes
del hipocampo contralateral.

4., El1 stratum pyramidale (SP), formado por los somas de las
células piramidales, densamente empaquetados. En este stratum las
células en cesto de axén corto forman glomerulos alrededor del
cuerpo de las piramidales.

5. El1 stratum lucidum (Sl) sélo existe en el &rea CA3 y



representa la franja de fibras musgosas que proceden del giro
dentado discurriendo inmediatamente suprayacentes al stratum
pyramidale.

6. El stratum radiatum (8R), contiene las ramas primarias de
las células piramidales; las colaterales Schaffer de los axones
de las piramidales de CA3 que acaban en la parte‘proximél de las
ramas de la dendrita apical de las piramidales en CAl; las
porciones distales de las ramas de dendritas apicales de las
piramidales existentes en este stratum, son el campo donde
finalizan las proyecciones comisurales desde CA3 del hipocampo
contralateral y de las aferencias desde el septum.

7. El stratum lacunosum (SL), consiste en las ramificaciones
de las dendritas apicales de las neuronas piramidales. Esta capa
es campo de finalizacidén de la via perforante, procedente de la
corteza entorrinal y del tracto cruzado temporoamonico procedente
de la corteza entorrinal medial contralateral.

8. El1 stratum moleculare (SM), formado por Jlas ramas
terminales de las dendritas apicales procedentes de las células
piramidales. Agqui terminan los axones de la via perforante y del
tracto cruzado temporoaménico procedentes de la parte lateral de
la corteza entorrinal ipsi y contralateral.

A excepcidn del stratum pyramidale, el resto de capas
contiene una variedad de tipos celulares (Ramén y Cajal, 1911;
Lorente de NGO, 1934):

El stratum oriens posee varios tipos de células de axén
corto: a) células horizontales con axon descendente, el cual se
subdivide horizontalmente; se sitdan en la parte mds profunda del
stratum, y sus dendritas son horizontales; b) células poligonales
con axén ascendente hacia el stratum moleculare y a veces al
radiatum; se encuentran por todo el espesor del stratum y sus
dendritas gquedan en el oriens o bien ascienden hasta los strata
radiatum y moleculare; c) células en cesto, dque pueden ser

poligonales u horizontales. Las primeras poseen dendritas en el



stratum oriens y axén ascendente al moleculare sin ramificarse en
el pyramidale: las segundas poseen dendritas en el stratum oriens
Yy axén ascendente al radiatum y a veces al moleculare, dando
ramas a nivel del stratum pyramidale; d) células horizontales con
axén ramificado en el stratum radiatum y dendritas en el oriens:;
y e) células con axon horizontal sin prolongaciones fuera del
stratum oriens.

En el stratum pyramidale las células poseen distintas
caracteristicas en cada drea hipocampal. Las de CAl presentan en
su dendrita apical ramas laterales muy finas en el stratum
radiatum que no existen ni en las de CAZ2 ni las de CA3; el soma
y la parte inicial de su dendrita apical posee contorno liso, sin
excrecencias; su axén es delgado y con varias colaterales
ascendentes que ramifican en el stratum radiatum y otras
colaterales que permanecen en el oriens. En CA3 las piramidales
tiene mayor tamafio (similar a las de CA2) y su dendrita apical se
divide en 2-3 ramas verticales que llegan al stratum moleculare,
la parte inicial de la misma posee gruesas excrecencias. El axén
es grueso y produce colaterales o bien cortas, que acaban en el
stratum oriens o entre las piramidales de CA3, o bien largas que
cruzan el stratum pyramidale y el radiatum donde constituyen
fibras horizontales (colaterales Schaffer). Las piramidales de
CA2 poseen dendritas similares a las de CA3 pero carentes de
excrecencias. Su axén no produce colaterales Schaffer, aunque si
de otros tipos. En CA4 las piramidales tiene un soma normalmente
poligonal o fusiforme y de contorno liso, su dendrita principal
posee grandes excrecencias y su axén sigue un curso similar al de
las de CA3 mds proéximas al giro dentado.

En los strata radiatum y lacunosum se distinguen también
varios tipos de células: a) células con axdén ramificado en el
stratum radiatum, de las que se distinguen subtipos segun las
caracteristicas de sus dendritas y axdén; b) células con axon

ascendente ramificado en el stratum moleculare, dque a su vez



envia ramas a los strata radiatum y lacunosum, sus dendritas se
ramifican en los strata lacunosum, radiatum y pyramidale, e
incluso en el oriens; c) células horizontales con axon ramificado
horizontalmente en el stratum lacunosum.

En el stratum moleculare, al igual que en los otros strata
hay: a) células de axdén corto y de soma poligonal,tanto el axodn
como las dendritas permanecen en este stratum; y b) células
horizontales, de soma fusiforme y dendritas horizontales con
aspecto similar al del axén.

B) En el giro dentado se distinguen tres capas o
strata: el moleculare, el granulosum y el hilus (Fig. 1}).

1. El1 stratum moleculare (Sm) contiene las dendritas
apicales de las neuronas del stratum granulosum, orientadas
verticalmente, y fibras aferentes que discurren en direccién
horizontal. Las aferencias de la via perforante procedentes del
drea entorrinal 1lateral acaban en el tercio superficial del
stratum, las procedentes del drea entorrinal medial se localizan
en el tercio medio del mismo, y en el tercio interno acaban las
fibras comisurales y asociacionales procedentes del hilus, las
aferencias del septum, y las aferencias de la via perforante
procedentes del drea entorrinal medial.

2. El stratum granulosum (SG) consiste ﬁrincipalmente en los
somas densamente empagquetados de las neuronas granulares. Los
axones de estas células, las fibras musgosas, descienden hacia el
hilus ddénde envian colaterales a las neuronas de esa 2zona, y
continian en haces al &drea CA3 del hipocampo, donde acaban
formando sinapsis gigantes sobre las espinas de las dendritas de
dichas piramidales en el stratum lucidum.

3. E1 hilus o capa polimérfica del giro dentado (Hi) estéa
formado por células piramidales, modificadas, de la porcidn de
CA4 gue se introduce en el giro dentado, y por otros tipos de
neuronas polimorficas localizadas predominantemente cerca del

stratum granulosum. La localizacidén tan prdéxima del campo CA4
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respecto al giro dentado ha llevado a gque sea considerado por
muchos autores como una parte de éste (Amaral, 1978; Swanson vy
col., 1978). En la actualidad, con CA4 se designa a la porcién
del stratum pyramidale que se introduce en el hilus del giro
dentado (Lacaille y col., 1994).

La distribucién de las células gliales (principalmente
los astrocitos) en 1la formacién hipocampal tiene algunas
peculiaridades (Reznikov, 1991). La colocacidén de los cuerpos
celulares y la orientacién de sus prolongaciones, tanto en el
hipocampo como en el giro dentado, se corresponde con la
organizacidén laminar y la orientacién de las fibras aferentes.
Asi, en el stratum moleculare del giro dentado, los somas de los
astrocitos tienden a estar alineados entre 1las aferencias
comisurales vy asociacionales en el tercio mds interno, entre las
aferencias de la via perforante medial en el tercio medio, y en
un alineamiento menos obvio entre éstas y las aferencias de la
via perforante lateral en el tercio externo. Otra 2zona de
pronunciado alineamiento de astrocitos en el giro dentado, es la
zona subgranular, localizada en el hilus, inmediatamente bajo la
capa granular. Esta zona contiene astrocitos de tipo radial con
prolongaciones verticalmente orientadas dentro de la capa
granular. En el hipocampo cada capa se carécteriza por presentar
una arquitectura astroglial caracteristica, en términos de
densidad y orientacién de las prolongaciones gliales (Reznikov,

1991).

1.1.3. Aferencias, eferencias, conexiones comisurales

y asociacionales de la formacién hipocampal
E]l hipocampo y el giro dentado poseen un sistema de
aferencias, conexiones intrinsecas y eferencias, altamente
complicado. En la Fig. 2 mostramos un esquema de las mismas, que
resume las &dreas de terminacidén y de salida de la mayoria de

ellas en la formacién hipocampal.
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Figura 2. Neuronas del hipocampo y giro dentado, con las principales aferencias, eferencias y conexiones
intrinsecas. Tomado de Shepherd (1979). Hipocampo: P, neurona piramidal (neurona principal); B, celula en
cesto (neurona intrinseca); Sc, colateral recurrente Schaffer (axénica) de las células piramidales; CAl-CAd,
regiones hipocampales; capas: S0, stratum oriens; SP, Stratum pyramidale; SR, stratum radiatum; SL-M, stratum
lacunosum-moleculare; aferencias: perf, fibras en las vias perforantes; alv, fibras de la via alvear; uf,
fibras musgosas desde el giro dentado; f, fibras llegando a través del férnix, . Giro demtado (DF): Gr,
célula granular (neurona principal); B, célula en cesto (neurona intrimseca); aferencias: perf, fibras en
las vias perforantes; f, fibras llegando a través del férnix. Sobre el original hemos remarcado en azul las
eferencias, en rojo las aferencias, y en verde los circuitos intrahipocampales.

A) Las vias aferentes al hipocampo y al giro dentado,
son las siguientes:

a. Proyecciones desde la corteza entorrinal gque son
mayoritariamente ipsilaterales Y en menor proporcidén
contralaterales (Stewart, 1976). La proyeccidén predominantemente
ipsilateral es la denominada via perforante (tracto temporo-
amménico directo), la cual abandona la sustancia blanca que rodea
la corteza entorrinal y asciende perforando las cortezas

presubicular, subicular y prosubicular hacia la fisura hipocampal
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(Fig. 2, perf), terminando las fibras en los dos tercios méas
externos de la capa molecular del giro dentado y en los strata
lacunosum y moleculare del &rea CA3. Para llegar a este &rea,
tiene gue pasar por CAl y CA2 ( Hamilton, 1976; Hjorth-Simonsen
y Jeune, 1972).

Otra via de distribucién de fibras desde 1la corteza
entorrinal al hipocampo es el tracto témporo-alvear, que surge de
células de la parte medial del Aarea entorrinal y cuyas fibras
discurren medial y dorsalmente para entrar en el alveus (Fig. 2,
alv), desde el cual terminan en piramidales de CAl (Hamilton,
1976; Shepherd, 1979). Existe una pequena proyeccidén desde la
corteza entorrinal al giro dentado contralateral, aunque las
principales aferencias bilaterales gque surgen desde la corteza
entorrinal son las de la via que va a los strata lacunosum y
moleculare de CAl (también 1llamado tracto temporo-amménico
cruzado). Las fibras de la via perforante puede gque utilizen
también glutamato (Ottersen y Storm-Mathisen, 1989).

Steward (1976), mostré cémo las fibras entorrinales del
drea medial a la lateral se distribuyen en un gradiente préximo-
distal a lo largo de las dendritas de las células granulares
dentadas y de las dendritas apicales de las células piramidales
de CA3., Este patrén de terminaciodn es similar en las proyecciones
cruzadas del &rea entorrinal al giro dentado contralateral. La
organizacién es diferente en la regidn superior (CAl), en la cual
existe un gradiente de terminacidn en la dimensién longitudinal:
aferencias del &rea entorrinal medial acaban en la zona cercana
a la transicién CAl-CA2 (tanto ipsi como contralateralmente):;
aferencias del drea entorrinal lateral acaban en la 2ona de CAl
mds préxima al subiculum. La anterior organizacién longitudinal
se mantiene a lo largo del eje rostro-caudal de la formaciodn
hipocampal (Andersen, 1975).

b. Proyecciones procedentes del nicleo septal medial y del

nicleo de la banda diagonal, que llegan a la formacidn hipocampal
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a través de tres wvias: una via gue asciende rostralmente al
cuerpo calloso, desde el cual penetra por la 2zcona dorsal de 1la
formacion hipocampal; una segunda via dorsal gque por el férnix
dorsal penetra a través de la fimbria caudalmente en la formacién
hipocampal (Fig. 2):; y una via gque penetra ventralmente en la
formacién (Gage y Bjoérlund, 1985). Poseen un campo de terminacién
semidisperso localizado en los strata oriens y radiatum de la
regioén inferior (CA3) del hipocampo, y una zona de terminacién
estrecha en la parte mds profunda de la capa molecular del giro
dentado (Swanscn y Cowan, 1979). Constituyen una aferencia
colinérgica al hipocampo y giro dentado, y también glutamatérgica
sobre algunas piramidales del hipocampo (Fig.4) (Shepherd, 1979).

c. Aferencias noradrenérgicas procedentes del 1locus
coeruleus, las cuales salen del mismo por el haz noradrenérgico
dorsal y alcanzan el haz medial del cerebro anterior, desde el
cual llegan a la formacién hipocampal por tres vias: la primera
se establece en el hipotdlamo rostral y se denomina haz ventral
amigdaloide, ansa peduncularis o via ventral, y entra en la
formacién hipocampal por la zona mds préxima a la base del
cerebro; la segunda es una via dorsal que asciende por la parte
lateral del septum y a través del fornix-fimbria llega a 1la
formacidén (Fig. 2); la tercera es otra vié dorsal que llega a la
formacién hipocampal caudalmente pasando por encima del cuerpo
calloso y cingulo (Gage y Bjdrklund, 1985). Terminan de forma
difusa sobre la dendrita apical de las células piramidales y las
neuronas dranulares en el hipocampo Yy el giro dentado
respectivamente, pero forman los plexos mas densos de elementos
terminales en el hilus a lo largo del limite con 1la capa
granular, y en el stratum lucidum del area CA3 (Ungerstedt, 1971;
Pickel vy col., 1974; Swanson y Hartman, 1975).

d. Aferencias serotoninérgicas procedentes de los nucleos
del rafe que cursan rostralmente por el haz medial del cerebro

anterior, como las noradrenérgicas, llegando a la formacién
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hipocampal a través de varias vias: una primera que, separdndose
de la anterior, gira dorsalmente hacia el septum y entra via
férnix-fimbria en la formacidén hipocampal (Fig. 2); otra que
asciende hacia el cuerpo calloso y gira caudalmente en la estria
supracallosa, entrando al hipocampo via subiculum; y una via
ventral gque, por el ansa lenticularis, 1llega al hipocamnpo
entrando por el polo mas temporal del subiculum (Gage vy
Bjdérklund, 1985). Inervan en un patrén similar al de 1las
aferencias noradrenérgicas (Conrad y col., 1974; Moore y Halaris,
1975).

e. Existen aferencias difusamente organizadas procedentes de
regiones del tronco del encéfalo diferentes al locus coeruleus y
nucleos del rafe; por ejemplo, areas reticulares tegmentales, la
sustancia gris central, el nicleo tegmental dorsal, y los micleos
reticulares tegmento pontinos (Wyss y col., 1979).

Bayer (1980a) encontré relacién entre el patrdén de
neurogénesis de las células de origen de las aferencias al
hipocampo y el orden de terminacién de las mismas sobre las
dendritas de las células piramidales de CAl y CA3, y de las
células granulares del giro dentado (Fig. 3). Esta relacién
consiste, en resumen, en que las células de origen gue salen del
ciclo celular mds pronto (las méds viejasj, envian sus axones a
las ramificaciones dendriticas apicales mds distales al soma
(stratum lacunosum-moleculare), mientras gque las células dque
abandonan el ciclo méds tarde (las méds jévenes) los envian a la
porcién de la dendrita apical mds préxima al soma y a las
dendritas basales. Este hallazgo constituye un ejemplo de cémo el
estudio del desarrolle del hipocampo, nos puede aportar
informacidén necesaria para entender aspectos estructurales vy

funcionales del mismo.
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Figura 3. Orden de neurogénesis de las células de origen de las fibras aferentes del hipocampo en relacién
al orden de terminacién sobre las dendritas de CAl, CA3, y el giro dentado.Tomada de Bayer {1980a).

B) Sistemas comisurales y asociacionales. Hay dos
sistemas comisurales que conectan los dos hipocampos, la comisura
hipocampal wventral (Psalterium ventral) (Voineda y col., 1981;
Van Groen y Wyss, 1988), y la comisura hipocampal dorsal
(psalterium dorsal) (Hamilton, 1976). El origen y campo de
terminacién de estos sistemas comisurales se ha estudiado
principalmente en la rata y se suponia que el resto de especies
tenia el mismo patrén de conexiones. Trabajos recientes (Amaral
y col., 1984; Van Groen y Wyss, 1988) demuestran dque hay
diferencias notables entre las especies. La rata tiene mayor
abundancia de proyecciones comisurales gque el resto de las
especies estudiadas (Van Groen y Wyss, 1988). Estas proyecciocnes
se componen de fibras de piramidales de CA4 que terminan en el
stratum moleculare del giro dentado y en CA4 contralateral;
fibras de CA3 que terminan en los strata oriens y radiatum de CAl
y CA3 vy en el giro dentado contralaterales; y fibras de CAl que

terminan en CAl y subiculum contralaterales. Las proyecciones gque
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se originaﬁ en CA3 o CA4 son mucho mds abundantes gue las que se
originan en CAl. Por lo tanto, por las comisuras pasan fibras de
proyeccién homotépica (CAl a CAl, CA3 a CA3 y CA4 a CA4); pero no
es un sistema homotdépico puro, puesto que de CAl también hay
proyecciones al subiculum, de CA3 a CAl y de CA4 al giro dentado:;
y ademds, fibras (por ejemplo) de CA3 de la porcidn rostral de un
hipocampo proyectan a porciones en situacién mds caudal del otro
hipocampo. En el mono macaco, sin embargo, las proyecciones qué
se originan en CA3 y CA4 son mucho menos abundantes que en la
rata y ambas quedan restringidas a la porcién caudal de la
formacién hipocampal (Amaral y col., 1984).

Las principales proyecciones asociacionales del
hipocampo que se conocen son: las colaterales axénicas (Schaffer)
de las células piramidales de CA3 que proyectan ipsilateralmente
a CAl, axones de piramidales de CA3 y de CA4 que proyectan
ipsilateralmente, como hemos visto, para las proyecciones
comisurales, y los axones o© fibras musgosas de las células
granulares del giro dentado (unicas fibras asociacionales del
mismo) que proyectan a las piramidales de CA3. Esta udltima
proyeccién asociacional se conoce también como tracto dentado-
amménico, y forma parte del importante circuito intrahipocampal
(Ramén y Cajal, 1911; Hamlyn, 1962; Blackstad y col., 1970;
Hjorth-Simonsen, 1973; Gaarskjaer, 1986; Laurberg, 1979; Amaral,
1993), gue mostramos en la Fig. 4.

El circuito intrahipocampal estd constituido por tres
vias principales: 1) las fibras de la via perforante procedentes
de la corteza entorrinal, las cuales acaban, como hemos dicho
anteriormente, en la parte superficial (capa molecular) del giro
dentado y actian sobre las células granulares, asi cémo sobre las
células piramidales de CA3 (Blackstad, 1958; Andersen y col.,
1966; Lomo, 1971; Hjorth-Simonsen y June, 1972; Andersen, 1975;
Swanson y col., 1978); 2) las fibras musgosas, que de las células

granulares del giro dentado llegan a las piramidales de CA3.

17



|V l perf

¢ CA 1 CA3 OF
C“J
—

! | fsme MIDBRAIN

§ S —
SEFTUM FORNIX

Figura 4. Diagrama del circuito bdsico y neurotransmisores para el hipocampo y giro dentado. Alv, alveus;
perf, via perforante; DF, fascia dentata; P, célula piramidal; Gr, célula granular; B, célula en cesto; af,
fibras musgosas; Sc, colaterales Schaffer. Tomado de Shepherd, 1979. Hemos remarcado en rojo las aferencias,
en azul las eferencias, y en verde el circuito intrahipocampal.

Estd descrito un gradiente septo-temporal de terminacién de estas
fibras sobre CA3 (Gaarskijaer, 1978 a y b); 3) los axones de las
células piramidales de CA3 emiten colaterales que terminan sobre
las piramidales de CA3 y CAl, a nivel de los strata oriens y
radiatum (Ramén y Cajal, 1911, Lorente de NO, 1934; Andersen y
col., 1966; Hjorth-Simonsen, 1973; Andersen, 1975; Swanson y
col., 1978; Ishizuka y Amaral, 1990). Las colaterales enviadas a
CAl se denominan colaterales Schaffer, y se caracterizan por
presentar un gran numero de varicosidades. Se ha descrito un
gradiente septo-temporal en el patrén de proyeccién a CAl
(Ishizuka y Amaral, 1990): las células de CA3 més proéximas al
giro dentado proyectan principalmente a la porcidén de CAl préxima
al septum, y las de CA3 mds proéximas a CA2 proyectan mas
intensamente a niveles mds temporales respecto al lugar de
origen. Existe otro gradiente de proyeccién a lo largo del eje
transversal del hipocampo: las colaterales de CA3 proximal

(recordemos gue son las méds cercanas al giro dentado) proyectan
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principalmente a porciones distales de CAl {cerca del subiculunm),
y las que surgen de CA3 distal (mds cercanas a CA2) acaban
principalmente en la porcién de CAl mds cercana al limite con
CA2. Las colaterales axénicas de las células piramidales también
sinaptan con las células en cesto, distribuidas por los strata
oriens y pyramidale tanto de CAl como de CA3, a las que activan.
Las células en cesto, a su vez, sinaptan a través de sus axones
sobre el soma de las piramidales inhibiéndolas.

Muy recientemente se ha descubierto un circuito
inhibitorio intrahipocampal nuevo (Sik y col., 1994}, gue viene
a afiadir mayor complejidad a lo ya visto. Células de CAl con sus
somas en el alveus y stratum oriens envian axones directamente a
CA3, y al hilus atravesando la fisura hipocampal. Estas células
son inhibitorias, de conduccidén muy rdpida y su proyeccidén inter-
regional (CAl a CaA3; CAl al hilus) tiene implicaciones
funcionales que aportan una nueva visién sobre el funcionamiento
del hipocampo. Actualmente se entiende la organizacién funcional
del hipocampo como una serie de grupos de células que forman una
cadena (stratum pyramidale) excitada unidireccionalmente,
regulada por circuitos inhibitorios locales (inhibicién de las
células piramidales por las células en cesto préximas, ver Fig.
4). Esta nueva proyeccion intrahipocampal descubierta, se piensa
(Sik y «col., 1994) que podria estar involucrada en la
sincronizacién de los potenciales de accién de neuronas
piramidales distantes espacialmente, y por lo tanto en la génesis
de descargas sincrdnicas y oscilaciones coherentes, que ocurren
en el funcionamiento normal y en estados patoldégicos del
hipocampo.

C) Eferencias. Las vias eferentes del hipocampo
consisten en las proyecciones corticales y subcorticales de las
células piramidales del hipocampo (Raisman y col., 1966; Hjorth-
Simonsen, 1973; Meibach y Siegel, 1977; Jay y col., 1989; tomado
de Reznikov, 1991; Swanson y Cowan, 1977, 1979). El hipocanpo da
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lugar a una extensa serie de conexiones intracorticales. El drea
CAl envia proyecciones unilateralmente al subiculum y da lugar
también a proyecciones mds limitadas al presubiculum,
parasubiculum, corteza entorrinal, corteza cingulado, y corteza
prelimbico prefrontal. Las dreas CA2 y CA3 envian proyecciones al
subiculum, parasubiculum y drea perirrinal. La unica proyeccién
subcortical de las células piramidales de las 4reas CAl-3 es al
nicleo septal lateral.

Las fibras eferentes hipocampales alcanzan el férnix a
través de la fimbria, que es un haz de fibras que constituye el
borde ventrolateral del hipocampo durante alguna distancia.
Cuando el férnix cruza la comisura blanca anterior se divide en
fibras precomisurales y postcomisurales (Nieuwenhuys y col.,
1982). Cada componente de la formacién hipocampal (hipocampo,
giro dentado y subiculum) tiene distinto patrén de conexiones
eferentes y una representacién especifica en el f6rnix (Hamilton,
1976; Swanson y Cowan, 1977; Shepherd, 1979). Las fibras
precomisurales surgen de piramidales de CAl y CA3 y van a la
regién septal lateral y las postcomisurales surgen del subiculum
Yy van a los cuerpos mamilares y nlcleo ventromedial del

hipotdlamo.
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1.2. EL DESARROLILO DE LA FORMACION HIPOCAMPAL

La transformacién del tubo neural en las distintas
porciones del sistema nervioso central de los vertebrados, sigque
una misma serie de etapas en todas ellas (Jacobson, 1991) que
enumeramos a continuacién: 1) proliferacién de las células
neuroepiteliales; 2) neurogénesis y gliogénesis; en esta etapa
las células neuroepiteliales abandonan el ciclo celular y se
convierten en neuroblastos, o glioblastos; 3) emigracién de los
neuroblastos hacia sus posiciones definitivas; 4) formacién de
las prolongaciones celulares y de contactos sindpticos
(morfogénesis); 5) muerte de las neurcnas producidas en exceso y
que no han realizado contactos sindpticos estables (apoptosis o
muerte neuronal programada); 6) sintesis de neurotransmisores y
moléculas especificas de cada tipo de ellas. Estas etapas, aungue
son sucesivas, se solapan durante la mayor parte del desarrollo.

La formacién hipocampal pasa, obviamente, por las
etapas anteriormente referidas. Para entender cémo se desarrolla
una estructura tan compleja, como ya hemos visto que es 1la
formacién hipocampal, seria necesario llegar a conocer en detalle
(a nivel celular y molecular) cada una de aquellas etapas. La
etapa de neurogénesis es sin duda la mejor conocida, pues se han
estudiado a nivel celular, con bastante detalle, los patrones
espacial y temporal de neurogénesis; habiéndose realizado la
mayoria de 1los trabajos en rata y en ratén. La etapa de
emigracién también se ha estudiado ampliamente en el hipocampo y
el giro dentado. Sin embargo, la etapa de morfogénesis estd
pobremente estudiada, asi como también es escasa la informacion

relativa a la sintesis de moléculas especificas Yy
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neurotransmisores durante el desarrollo. No se conoce
practicamente nada sobre 1la muerte neuronal programada (o
apoptosis) en la formacién hipocampal (Jacobson, 1991; Reznikov,
1991).

1.2.1. Histogénesis del hipocampo y giro dentado

La formacién hipocampal se desarrolla a partir de dos
primordios telencefdlicos, identificables en la rata en el dia
embrionario 16 (E16) (Fig. 5). Uno de ellos se localiza en la
pared dorsomedial y genera una porcién del subiculum, hipocampo
Y giro dentado, y se continda dorsalmente con el neocorteza a lo
largo de toda su longitud; anteroventralmente se une a la regidn
septal y foramen de Monro, y posteriormente al plexo coroideo. El
otro se localiza en la pared dorsoposterior y genera la corteza
entorrinal y parte del parasubiculum y presubiculum; en su limite
anterior se une a la regidn telencefdlica mds avanzada en el
desarrollo (Bayer, 1980b).

Los trabajos de Bayer y Altman (1974) y Bayer (1980 a
y b) sobre histogénesis de la formacién hipocampal en la rata,
muestran que la pared dorsomedial del telencéfalo empieza a
curvarse en el ventriculo lateral en El4. Entre E15-E16 (Fig. 6),
una zona de células dispersas y aleatoriamente dispuestas forma
el primordio del hipocampo. En E17 el hipocampo es una estructura
saliente de la corteza en forma de lengua gue descansa sobre el
tdlamo. Se distingue una capa delgada de células ependimales
neuroepiteliales limitante al ventriculo lateral, la cual forma
la parte dorsal del hipocampo; justo bajo esta capa hay una zona
subependimal, donde se observan grupos de células pequenas, bajo
la cual existe una regién de células grandes que posiblemente
estdn ya diferencidndose. Entre las células grandes y la
superficie ventral pial se aprecia una delgada capa de células
pequenas densamente empaquetadas y que ocupan el futuro sitio del
giro dentado. La fimbria todavia no se observa claramente en este

estadio.
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PRIMORDIOS
DE LA REGION
HIPOCAMPAL

Figura 5. Cerebros de embriones de E16 en los planos horizontal {A} y coronal (B y C); flechas direccionales
(A, anterior; P, posterior; M, medial; L, lateral; D, dorsal; V, ventral). Los dos primordios que formardn
la regién hipocampal (hi y ec) estén en las paredes telencefdlicas dorsomedial y dorsoposterior. CP, plexo
coroideo; ec, primordio de la corteza entorrinal; ¥M, foramen de Monro; hi, primordio hipocampal; HP,
hipotdlamo; Inc, primordio lateral neocortical; nc, primordio neocortical; NE, neuroepitelio; PO, 4rea
predptica; ST, striatum; TH, t4lamo. Tomado de Bayer (1980b)

En E18-E19, una masa subpial de células en forma de
balén forma el primordio del giro dentado. Este es mds patente
rostralmente, extendiéndose posteriormente bajo 1la capa de
piramidales, de las que queda separado por la fisura hipocampal.
En E19 empieza a ser aparente el alineamiento de las células
piramidales del hipocampo. La forma tanto de la fimbria como de
la fisura hipocampal son también distinguibles. En E20 aparece el
brazo suprapiramidal (o ectal) del giro dentado, y el primordio
del infrapiramidal (o endal) se puede distinguir entre E21-~E22.
En E21, una gruesa capa ependimal rodea aun al hipocampo,
mientras que la zona subependimal se adelgaza. El alineamiento de
las células piramidales es bastante claro, salvo en la porcion
rostral.

En el dia postnatal 0 (P0), la zona ependimal es muy
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delgada y la subependimal ha desaparecido. La capa de piramidales
ha incrementado su longitud y se curva mds tarde, introduciéndose
en el hilus del giro dentado para adquirir la tipica morfologia
adulta. La capa granular también empieza a adquirir su forma
adulta.

Hasta PS5 ocurren pocas variaciones en la morfologia del
hipocampo. La histogénesis del giro dentado estd también
prédcticamente completa, puesto que presenta ya la forma adulta.
Sin embargo, la 2zona subgranular, a la que se considera el
remanente de la matriz proliferativa subpial, continida
produciendo células granulares en el adulto; por 1lo tanto,
existen precursores indiferenciados entre las células granulares

diferenciadas adultas.

Figura 6. Secciones coronales de una porcién del subfculum {50}, hipocanpo (AH), giro dentado (DG), v fiubria
(FI) a niveles anterior (ANT), intermedio (INT), y posterior (POST) desde E16, E18, E20, y E22. La
localizacién de las secciones se corresponde al vértice del hipocampo en el cerebro. Flechas direccionales
dan la orientacién; las secciones anterior y posterior de E16 son las mismas que en la Fig. SB, C. Las
linitaciones de dreas de estas secciones (los asteriscos muestran las localizaciones de las lineas de corte)
son similares a las empleadas para la determinacién volunétrica total de la formacién hipocampal (Fig. 7).
Las cabezas de flecha sefialan el primordio del giro dentado en E1S. WE, neuroepitelio; SE, zona subependimal;
50, stratum oriens; SP, stratun pyramidale; SR, stratun radiatum; GL, capa granular; B, hilus del giro
dentado; EL, brazo ectal de la capa granular del giro dentado; EN, brazo endal de la capa granular del giro
dentado. Tomado de Bayer (1980b) y modificado.
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El estudio detallado del orden de aparicién vy
crecimiento de las distintas capas del hipocampo y giro dentado
ha sido realizado en conejo por Stensaas (1967a-f) y en rata por
Bayer (1980b). Comparando los resultados de ambos estudios se
concluye que el proceso de estructuracién en capas es muy similar
en ambas especies. La Fig. 7 muestra el volumen de las capas due
van apareciendo en el hipocampo y girc dentado de la rata entre
los estadios E15 y P21. El neuroepitelio formado por las células
en ciclo celular ocupa inicialmente un gran volumen, gue va
disminuyendo a lo largo del desarrollo y desaparece en Pl. La
zona subependimal se empieza a distinguir en E18 y desaparece
hacia P7. Los strata oriens y radiatum experimentan un
crecimiento rdpido entre E16-El17, y los lacunosum y moleculare
entre E22~P1. La capa de piramidales crece rdpidamente entre E18
y E21. El1 crecimiento del hilus del giro dentado es rapido
prenatalmente y decae posthatalmente, mientras gque las capas
granular y molecular del giro dentado crecen de forma continua

postnatalmente.

COMPOSICION DEL HIPOCAMPO EN DESARROLLO
P21 [o} R 0

10 20 30 40 S50 60 70 80 90 100
PORCENTAJE DE VOLUMEN TOTAL

Pigura 7. Volumen relativo ocupado por los componentes del hipocampo entre E15-P21. Al reducir el
neuroepitelio (NE) su volumen relativo, se expanden las laminaciones del hipocampo (50, SP, SR) y del giro
dentado (H, GL, MO}, Tomado de Bayer (1980b).
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1.2.2.‘Neurogénesis Yy gliogénesis en el hipocampo y
giro dentado

La neurogénesis ha sido estudiada en ratdén (Angevine,
1965; Caviness, 1973; Stanfield y Cowan, 1979b; Reznikov, 1979,
1981), rata (Altman y Das, 1965; Bayer y Altman, 1974, 1975; Hine
y Das, 1974; Schlessinger y col., 1975; Kaplan y Hinds, 1977;
Bayer, 1980a, 1982), coneljo (Ferndndez, 1969; Fernandez y Bravo,
1974; Gueneau y col., 1982; tomado de Reznikov, 1991; Stensaas,
1967a-f), cobaya (Altman y Das, 1966) y mono (Nowakowski y Rakic,
1981; Rakic y Nowakowski, 1981). En todas las especies se han
encontrado los mismos patrones espacial y temporal de
neurogénesis. Las diferencias encontradas estdn en la duracién
total y en la fecha de inicio y terminacién de la neurogénesis.

Las neuronas Yy glia del hipocampo se forman
prenatalmente por divisién de las <células de la capa
neuroepitelial, también 1llamada 2zona germinal ventricular,
inmediatamente adyacente al ventriculo lateral (Fig. 6, NE)
(Bayer y Altman, 1974; Stanfield y Cowan, 1979b; Bayer, 1980Db).
Sin embargo, las células granulares del giro dentado se forman
por divisidén de células germinales gque emigran desde la capa
neuroepitelial al primordio del giro den;ado (Fig. 6, cabeza de
flecha) a través de la fimbria ya desarrollada, donde proliferan
Yy generan las células granulares. Durante el periodo prenatal la
capa neuroepitelial wva disminuyendo hasta  desaparecer.
Postnatalmente, las células proliferantes estdn localizadas en
las zonas subpial, subgranular, e hilus del giro dentado. En
animales adultos permanece la zona subgranular como fuente de
produccién de células granulares, aunque en forma reducida (Bayer
y Altman, 1974; Schlessinger et al, 1975; Bayer, 1980b; Reznikov,
1975, 1981).

Se han descrito tres gradientes espacio-temporales de
neurogénesis en la formacién hipocampal (Fig. 8): de superficial

a profundo, en sandwich, y de rinal a dentado. Las neuronas mis
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profundas se generan antes que las superficiales, en toda la
formacién hipocampal. La capa de células piramidales muestra un
gradiente de dentro a fuera ("inside-out"), es decir, Ilas
neuronas mids jévenes (salen mds tarde del ciclo) migran a través
de las previamente formadas para situarse en capas mas
superficiales. El stratum granulosum del giro dentado muestra, en

cambio, un gradiente de fuera a dentro ("outside-in"); las

=
-]

Figqura 8. Arriba a la izquierda: seccién horizontal del cerebro de un ratén, ilustrando la posicidn de la
regién hipocampal {rectdngulo), la cual se muestra con mayor detalle debajo. El momento de origen de las
neuronas en la alocorteza del hipocampo se determind autorradiogrificamente. A varios ratones prefiados se
les suministré una inyeccién de timidina tritiada en diferentes dfas de la gestacién (E10-Ei8}, resultando
ésto en el marcaje de los fetos. las crias fueron sacrificadas tras nmacer, cuando las neuronas han llegado
a sus posiciones finales, y se realizaron los autorradiogramas de los cerebros. Obsérvese los gradientes
del momento de origen de las neuronas, indicados por flechas. Tomado de Angevine, Jr., en The Neurosciences:
second study program, F. 0. Schmitt {ed.), Rockefeller University Press, New York, 1970.

células granulares que se oOriginan primero migran al borde méds
externo del stratum granulosum, y el stratum granulosum crece

simplemente por adicién de nuevas neuronas a su borde més
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interno. Las neuronas piramidales del hipocampc se generan en
"sandwich", entre las neuronas suprapiramidales e
infrapiramidales que se forman primero, y las neuronas granulares
del giro dentado también se generan en sandwich, entre las
neuronas grandes del hilus y las medianas de la capa molecular
(Bayer y Altman, 1987, revisién). Finalmente, el gradiente
latero-medial (o de rinal a dentado) con células origindndose
primero en las proximidades de la fisura rinal y las ultimas més
préximas al giro dentado (Angevine, 1965; Schlessinger y col.,
1978; Bayer, 1980a). El significado exacto de los gradientes no
estd claro, presumiblemente son adaptaciones para facilitar el
ensamblaje de sistemas neuronales complejos, como es el de la
formacién hipocampal (Jacobson, 1991).

En el hipocampo de la rata la neurogénesis empieza en
E15. Entre E15 y E17 se generan las grandes neuronas de las capas
infrapiramidal y suprapiramidal. Entre El17 y E19 se generan las
neuronas piramidales, terminando la neurogénesis primero en el
drea CA2 y después en las dreas CA3 y CAl. En el giro dentado,
las grandes neuronas de la capa molecular y las medianas del
hilus se generan priméro, entre E15 y E19, mientras que 1la
produccidén neuronal de la capa granular empieza en E17, continida
hasta P20 (Bayer y Altman, 1974; Schlessinger y col., 1975;
Bayer, 1980a; Reznikov, 1979, 1981), vy persiste aunque a pequeha
escala en animales adultos (Kaplan y Hinds, 1977; Bayer, 1982,
1985; y Kaplan y Bell, 1984; Crespo y col., 1986; Trice vy
Stanfield, 1986). La genésis postnatal de la mayoria de las
neuronas granulares del giro dentado, es una caracteristica no
sélo de la formacién hipocampal de la rata y el ratén, sino
también de todas las especies de mamiferos estudiadas.

Recientemente, trabajos en los que han combinado 1la
autorradiografia y la inmunohistogquimica, han demostrado que en
el hipocampo la mayoria de las neuronas GABAérgicas dejan el

ciclo muy temprano, en E13, mientras que una peguefia proporcién
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lo dejan entre E15-E18 (Amaral y Kurz, 1985; Liilbbers y col.,
1985). Las neuronas somatostatina positivas se generan entre E12
y E15; primero la mayoria de las &dreas CAl y CA3, en El14, y
después las del hilus del giro dentado en E15 (Rapp y Amaral,
1988).

La gliogénesis se ha estudiado menos extensamente en la
formacién hipocampal que la neurogénesis. Las células de glia en
el hipocampo son producidas por las c¢élulas de 1la =zona
neurcepitelial bordeante del ventriculo, la misma zona de la gue
se generan las neuronas. En la rata sdélo el 44% de las células de
glia, localizadas en las capas suprapiramidal e infrapiramidal
del hipocampo se generan durante la embriogénesis. E1 70% se
genera en periodos postnatales del desarrollo. E1 resto son
producidas durante el ultimo periodo de la vida postnatal. En el
giro dentado el 90% de las células del stratum moleculare y el
70% del stratum polimérfico se generan durante el periodo
postnatal. La mayoria de ellas durante las dos primeras semanas
después del nacimiento (Bayer y Altman, 1974).

Estudios inmunocitoquimicos utilizando anticuerpos
contra vimentina y la proteina fibrilar dcida de la glia (GFAP),
especificos de glia radial, han detectado c¢élulas vimentina
positivas en el giro dentado de la rata en E13 y células GFAP
positivas en E17 (Rickman y col., 1987).

1.2.3. La diferenciacién en el hipocampo y el giro

dentado

La diferenciacién de las neuronas y glia del SNC
comienza en el mismo momento de abandonar el ciclo celular. E1
proceso de diferenciacién neuronal comprende los procesos de
emigracién, morfogénesis y sintesis del conjunto de moléculas
(especificas o no) gque caracterizan a cada tipo de neurona, ya
sean heurotransmisores u otras moléculas. Los neuroblastos y
glioblastos emigran desde la capa neuroepitelial (o ventricular)

hasta sus posiciones definitivas, salvo excepciones. Las células
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granulares del giro dentado son una excepcién, puesto gue como
vimos en el apartado de neurogénesis, no se generan a partir de
células neurocepiteliales, sino a partir de células con capacidad
proliferativa que se establecen en el primordio del giro dentado
tras emigrar desde la capa neuroepitelial. La morfogénesis es
literalmente la génesis de la forma, y por lo tanto es el proceso
por el que las neuronas y células de glia adquieren su forma
adulta. Este proceso incluye, en las neuronas, la emisién de
prolongaciones, el establecimiento de contactos sindpticos, asi
como procesos moleculares subyacentes (Jacobson, 1991). La
sintesis de moléculas caracteristicas de cada tipo de neuronas o
glia (marcadores de diferenciacién) puede comenzar en cualquier
momento después de abandonar el ciclo, o incluso durante el
ultimo ciclo.

El proceso de emigracién en el hipocampo y giro dentado
es sin duda el mds extensamente estudiado. Los trabajos de
Stensaas (1967 a-f) en conejo muestran claramente que 1los
neuroblastos de células piramidales adoptan formas bipolares
durante su proceso de emigracién, perc no indican con claridad si
estos neuroblastos emigran libres, o conectados a la limitante
pial. Los trabajos de Nowakowski vy Rakiq (1979) muestran sin
embargo una variedad de formas de células migrando libremente a
través de la capa intermedia del hipocampo de mono. Estos autores
encontrarcn no s6lc formas bipolares, sino también formas con
dos, tres, o mas prolongaciones, cuya identidad no pudieron
confirmar, no dejando claro si 1los neuroblastos bipolares
corresponden a células piramidales. Sus resultados muestran, en
cambio, coémo los neuroblastos bipolares estdn unidos a las
prolongaciones de las células de glia radial todo el trayecto de
emigracién, mediante contactos sindpticos especializados, y
extendieron la hipétesis, formulada previamente en estudios de
corteza cerebral, de que los neuroblastos emigran guiados por la

glia radial.
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Trabajos "in vitro" muy recientes, han logrado que
células de la formacidén hipocampal y células grano del cerebelo
de la rata emigran sobre las prolongaciones de un lecho de
astrocitos (Edmonson y Hatten, 1987; Hatten, 1990), imitando la
emigracién "in vivo". El proceso ha sido estudiado y filmado, y
se ha observado cémo el neuroblasto que estd emigrando se elonga
en estrecho contacto con y envolviendo parcialmente a 1la
prolongacién de la célula de glia. Este comportamiento es similar
al descrito por Nowakowski y Rakic (1979) "in vivo". Sin embargo,
"in vitro" los neuroblastos se mueven a una velocidad de 20-
60um/hora, mayor de lo que se ha estimado "in vivo", 4um/hora, en
diferentes regiones del cerebro (Altman, 1966; Fujita y col.,
1966; La Vail y Cowan, 1971b; Rakic, 1974; Clarke y col., 1976),
y ademds son capaces de moverse en cualquiera de las direcciones
de una prolongacién glial dada. Experimentos "in vitro" en los
gue se han utilizado combinaciones heterotipicas entre neuronas
y glia del hipocampo y cerebelo (Hatten, 1990), muestran cémo los
neuroblastos del hipocampo migran sobre fibras gliales del
cerebelo, y neuroblastos del cerebelo migran sobre prolongaciones
gliales del hipocampo,lindicando que la asociacién neurona-glia
ne es regién-especifica. '

Sobre el mecanismo molecular de la emigracién se sabe
poco. Diversas moléculas fueron implicadas inicialmente en 1la
emigracién celular, principalmente moléculas de adhesién neuronal
(N-CAM, L1) y moléculas de adhesién neurona-glia. Sin embargo,
experimentos recientes en los dque han utilizado anticuerpos
contra esas moléculas demuestran que, al menos en la emigracién
"in vitro", las N-CAM y L1 no estdn implicadas. Anticuerpos
contra astrotactina, una molécula de superficie que media las
interacciones neurona-glia (Edmonson y Hatten, 1987), inhiben la
adhesién de membranas de neuroblastos a las células de glia,
indicando que la astrotactina si participa en la adhesién del

neuroblasto a la glia radial. No sélo la astrotactina participa
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en la emigracién, pues la idea es que estdn implicados numerosos
sistemas de receptores (Hatten, 1990), puesto que el movimiento
requiere: 1) la adhesién del neuroblasto a la fibra de glia
radial, 2) la emisién de filopodios y lamelipodios por 1la
prolongacién de avance del neuroblasto y el desplazamiento de la
célula, lo cual implica al citoesqueletoc y por lo tanto, al
sistema de receptores de membrana y moléculas intracelulares
asociadas al citoesqueleto, y 3) la orientacién de la célula para
el avance en la direccién correcta, lo cual estaria mediado por
otro sistema de receptores.

Los neuroblastos migratorios secretan proteasas que
rompen los componentes de la matriz extracelular a su paso por el
camino de emigracién. Se ha demostrado, "in vitro", gue las
células grano en emigracién del cerebelo (Krystosek y Seeds,
1981a; Jacobson, 1991) y los conos de crecimiento (Krystosek y
Seeds, 1981b; Pittman, 1985; Monard, 1988; Pittman y Bnettner,
1989) segregan activadores de plasminégeno, los cuales inician
una cascada proteolitica gue concluye con la activacion de
diversos enzimas que rompen componentes de la matriz extracelular
tales como el fibrinégéno y colédgeno.

El proceso de morfogénesis de las células piramidales
del hipocampo y de las células granulares del giro dentado ha
sido objeto de estudio en sélo unos pocos trabajos realizados en
ratén (La vail y Wolf, 1973; Reznikov, 1991), rata (Engelhard y
col., 1967; Minkwitz, 1976, citados por Reznikov, 1991; Altman y
Bayer, 1990) y conejo (Stensaas, 1967 a-f). Los trabajos en rata
indican gue en el momento del nacimiento, las células piramidales
son inmaduras, y muchas de ellas tienen sélo la prolongacidén gque
se transformard posteriormente en dendrita apical, sin
ramificacién dendritica alguna. Este dato contrasta con 1los
resultados de Stensaas (1967 a-f) que muestran, en el estadio
equivalente (E22), células piramidales cuyas dendritas apicales

estdn ramificadas en el extremo distal al soma. En la rata, al
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final de la primera semana postnatal (P7) las dendritas de las
células piramidales se acercan al stratum moleculare y poseen
ramificaciones de tercer orden. Las dendritas basales de CA3
entran en el stratum oriens en este estadio, mientras que en el
drea CAl ocurre a partir de P10-Pll. En conjunto, las células
piramidales de CA3 maduran mds pronto que las de CAl (Reznikov,
1991). Este dato contrasta con el gradiente de comienzo de
neurogénesis de rinal a dentado (es decir de CAl a CA3) descrito
en el ratén, y con el patrén de terminacién de neurocgénesis en la
rata (recordemos que terminan primero las piramidales de CA2 y
después las de CAl y CA3). No se han encontrado diferencias en la
morfogénesis de las dreas CA3 y CA4. La diferenciacidén de las
neuronas piramidales del hipocampo terminaria al comienzo de la
cuarta semana postnatal.

La sinaptogénesis apenas se ha estudiado en el
hipocampo de la rata. Se desconoce el calendario y el patrén
espacial de sinaptogénesis de las distintas aferencias, y poco se
sabe de la sinaptogénesis en el circuito intrinseco. Las células
en cesto hacen contactos sindpticos con las neuronas piramidales
en P5 (Seress y col., 1989), siendo ésta la explicacidén aceptada
para la inhibicién que manifiestan las neuronas piramidales muy
pronto en el desarrollo. '

En el giro dentado la morfogénesis de las células
granulares se caracteriza por: varicosidades sobre sus dendritas,
conos de crecimiento dendriticos, aparicién transitoria de
dendritas basales, y formacién progresiva de espinas dendriticas
(Libbers y Frotscher, 1988), Los primeros axones de células
granulares se observan en El16, pero la mayoria de las fibras
musgosas se forman durante las tres primeras semanas postnatales
(PO-P20). La sinaptogénesis comienza en P4, y hay un incremento
rdpido de sinapsis entre P4 y Pll, duplicdandose diariamente el
numero total de sinapsis en la capa molecular. Entre P4 y P90

dicho numero incrementa unas 100 veces (Crain y col., 1973).
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Aungue en E25 el nimero total de sinapsis en la capa molecular
del giro dentado de la rata alcanza el valor caracteristico del
animal adulto, su desarrollo y complicacién continda durante
estadios posteriores. En el ratén, 1los trabajos de La Vail y Wolf
(1973) indican que las sinapsis entre las fibras musgosas y las
piramidales de CA3 y CA4 también aparecen muy tarde, al final de
la segunda semana postnatal (P12-P13).

El patrén espacial de sinaptogénesis tiene una
correlacién con la neurogénesis de las células granulares
(Gottlieb y Cowan, 1972). La proporcién de fibras cruzadas y no
cruzadas que reciben las células granulares se correlaciocna con
el momento de salida del ciclo celular de estas células; la
proporcién de fibras cruzadas es mayor en las células que se
generan mds pronto. Asi, en el momento en que las granulares mas
tempranamente formadas estdn dispuestas para recibir sinapsis
sobre las porciones proximales de sus dendritas, las unicas
aferencias presentes son las del mismo lado, mientras que las
fibras del lado opuesto no llegan hasta algunos dias después.

La llamativa escasez de informacién, tanto a nivel
celular como a nivel molecular, sobre la diferenciacién de las
células piramidales del hipocampo, y en especial la falta de
trabajos en rata (animal ampliamente utilizadc en la actualidad
en estudios de fisiologia y desarrollo de funcién del hipocampo),
junto con la pobreza de informacién existente sobre el patrén
espaciotemporal de morfogénesis de estas células, nos motivaron
a plantear el estudio de 1la morfogénesis de las células

piramidales como cbjetivo de esta tesis.
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1.3. CONTENIDO DE ADN DE LAS CELULAS NEUROEPITELIALES,
LAS NEURONAS Y CELULAS DE GLIA DEL SISTEMA
NERVIOSOS CENTRAL DE ILOS VERTEBRADOS

Diversos trabajos han tenido como objetivo el estudio
del contenido en ADN de las células neuroepiteliales, las
neuronas y las células de glia del SNC de los vertebrados, desde
que por primera vez Sauer y Chittenden (1959) tifieran por el
método de Feulgen (Feulgen y Rossenbech, 1924) secciones de tubo
neural del embrién de pollo y estudiaran el contenido en ADN de
sus células, con el objetivo de demostrar el "movimiento nuclear
interquinético” de las células en interfase del ciclo de divisién
celular. Estos autores demostraron un contenido variable entre 2C
(diploide) y 4C (tetraploide) en las células del tubo neural.
Observaron que los nuicleos de células lindando con el ventriculo,
en telofase, o que acaban de terminar la divisién celular (Gl),
tienen un contenido 2C; mientras que los nicleos de células
préximas al ventriculo en profase visible, tienen el doble (4C};
los nilcleos de las células del resto del tubo neural contienen
cantidades variables, entre 2C y 4C. Asi, dedujeron el movimiento
que el nicleoc de las células neurocepiteliales realiza, durante Gl
desde el ventriculo a la superficie externa del neuroepitelio, y
durante G2 a la inversa. Sauer y Chittenden encontraron ademds
que el contenido en ADN de los nlcleos es aproximadamente
proporcional a su tamano.

Diversos trabajos han demostrado también gue el tamaho
de las neuronas es proporcional a su ploidia (Frankhauser, 1941,
1945a, b; Gurdon, 1959; Bradom, 1960; Jacobson, 1978; Jacobson y
Hirose, 1979; Sperry, 1988a,b; Jacobson, 1993). Cuando a un
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embrién de Xenopus se le somete a un tratamiento corto y brusco
de temperatura justo antes de que el zigoto realice la primera
divisién, a veces se desarrolla mosaicismo como resultado de que
un blastémero se vuelve poliploide (Jacobson y Hirose, 1978). El
sistema nervioso central de estos embriones contiene mosaicos de
células poliploides, las cuales, son de tamafios muy superiores a
las células diploides. Los mosaicos poliploides contienen menor

nimero de células que los diploides (Fig. 9).

Figura 9. Variacién del mimero y tamafio celular en un embrién de Xenopus con poliploidia en mosaico. En esta
seccién horizontal a través de la médula espinal a nivel torédcico, el lado izquierdo estd formado por células
poliploides (algunas sefialadas con cabezas de flechas), las cuales son nayores Yy son la mitad de las
existentes en el lado derecho. Sin embargo, la simetria bilateral y el metamerismo son bdsicamente normales.
Por ejemplo, las posiciones de las raices espinales en la separacién entre miotomos (flechas) son
bilateralmente simétricas. Lsc, lado izquierdo de 1a médula espinal; Rsc, lade derecho de la médula espinal;
m, misculo somdtico. Tomado de Jacobson y Hirose, 1978.

Una relacién muy estricta entre el tamafio de las
neuronas del SNC y la ploidia de la salamandra fue también
encontrada por Bradom (1960). Las neurcnas de las salamandras
haploides son pequerias, las de las tetraploides son grandes y las
de las salamandras diploides son intermedias (Fig. 10)}. Sin
embargo, los cerebros de estas salamandras tienen tamafios
iguales, por lo que la diferencia entre ellos estd en el numero

de neuronas.
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TETRAPLOIDE DIPLGIDE HAPLOIDE

Figura 10. Requiacién del tamafio del cerebro en la heteroploidia. Secciones tramsversales del bulbo de
salamandras tetraploides, diploides, y baploides. El nicleo del bulbo sefialado con dreas sombreadas, de
salamandras tetraploides, diploides, y haploides, se muestra abajo para indicar las diferencias en tamaiio
y nlmerc de células. Tomado de Bradom {1960).

La capacidad de aprendizaje de 1las salamandras
haploides, diploides y tetraploides ha sido estudiada por
Frankhauser y col. (1955) y Vernon y Butsh (1957), dguienes
encontraron que la capacidad de aprendizaje de las salamandras
tetraploides, con un numero reducido de neuronas y muy grandes,
es peor que el de las salamandras haploides, con gran nimero de
neuronas de pequefio tamafio. Vernon y Butsh (1957) concluyeron que
"la poliploidia produce un decremento en la capacidad de
aprendizaje". Sin embargo, no se sabe si tal efecto es el
resultado del incremento en el tamaho celular, la reduccidén del
nimero de células o la reduccién en el nimero de conexiones
neuronales que probablemente resulta del numero reducido de
células.

La relacién entre contenido en ADN y tamano celular
estd, pues, bien demostrada en SNC de los vertebrados, al igual
que en el resto de la escala bioldégica (Szarski, 1976). Esto
motivé a varios investigadores a medir el contenido en ADN en
neuronas de tamaho grande, en diversas porciones del cerebro de

los vertebrados, como son: las motoneuronas de la médula espinal,
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las células de Purkinje del cerebelc o las células piramidales de
la corteza cerebral y del hipocampo de los mamiferos. Los
resultados obtenidos por citofotometria, utilizando secciones de
tejido tefiidas por el método de Feulgen (al igual que lo hicieran
Sauer y Chittenden (1959)) son controvertidos, como explicamos a
continuacién.

Herman y Lapham (1969) fueron los primeros en encontrar
que ciertas neuronas de la corteza cerebral poseen un contenido
préximo a 4C, es decir, tetraploides. Posteriormente, Bregnard y
col. (1979) confirmaron estos resultados. Sin embargo, las
neuronas de la médula espinal fueron encontradas diploides por
Novakova y col. (1970) y Fujita (1974), y una mezcla de diploides
Y tetraploides por Herman y Lapham (1969). En el caso de las
células de Purkinje del cerebelo, 1los primeros trabajos
realizados en cerebelo de rata (Sandritter y col., 1967; Lenz y
Lapham, 1969; Novakova y col., 1970; Bohn y Mitchell, 1976), gato
(Herman y Lapham, 1968), y en cerebelo humano (Lapham, 1968},
obtuvieron cantidades tetraploides de ADN. Trabajos posteriores,
en alguno de los cuales usaron bien "squash" de células, o frotis
de células, o preparacicnes de nucleos, en lugar de secciones, no
encontraron ninguin nuicleo tetraploide, concluyendo que todas las
células de Purkinje son diploides (Cohen y col., 1973; Mann y
Yates, 1973; Fujita, 1974; Manuelides y Manuelides, 1974; Mann y
col., 1978; Mares y col., 1985). Otros investigadores, en cambio,
han encontrado porcentajes variables de células hiperploides en
una poblacién bidsicamente diploide (Mares y col., 1980; Bernocchi
Yy Sherini, 1981; Swartz y Bhatnagar, 1981). Sin embargo, las
células de glia poliploides descubiertas en la capa de células de
Purkinje por Lapham y Johnston (1963) han sido confirmadas en el
cerebelo humanc por Mann y Yates (1973). Estos investigadores
encontraron una relacién numérica estricta entre estas células de
glia y las células de Purkinje: por cada Purkinje una octoploide,

50 tetraploides y 250 células de glia diploides.
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En el caso de las células piramidales del hipocampo,
Herman y Lapham (1968) obtuvieron cantidades tetraploides de ADN
en el hipocampo de gato. Novakova y col. (1970} también
encontraron cantidades 4C de ADN en las células piramidales del
hipocampo de rata. Sin embargo, otros investigadores (articulo en
ruso, citado por Mares y col., 1985) han encontrado que 1la
mayoria de las neuronas piramidales del hipocampo de ratas
jévenes y adultas son diploides.

La lectura minuciosa de los articulos sobre contenido
en ADN de células piramidales nos llevé a la conclusién de gque la
controversia no estd resuelta (véase el apartado de discusién),
Yy nos planteamos como objetivo de este trabajo de tesis el
estudio del contenido en ADN de 1las c¢élulas piramidales
disgregadas del hipocampo de rata. El uso de células piramidales
recién disociadas, con una preservacién de su integridad muy
superior a las c¢élulas obtenidas por squash o squash mnéds
extensién, es un abordaje nuevo que, desde nuestro punto de
vista, afade precisién al trabajo (véase la discusién). Pensamos
gue sigue siendo atractiva la hipétesis de que la complejidad
estructural y funcional de determinadas neuronas y células de
glia podria tener relacidén con cantidades extra de ADN. Ejemplos
de esta relacién tenemos en otros tejidos de los vertebrados,
como por ejemplo el hematopoyético, en el que dJdeterminadas
células, los megacariocitos (células precursoras de las plaquetas
de la sangre), de gran tamafio y citoplasma de gran complejidad
estructural y funcional, han resultado ser poliploides (Alberts
y col., 1992). Por otra parte, la poliploidia en las células de
glia del cerebelo, como dijimos anteriormente, parece ser ya un
hecho. El1 resolver de manera fiable la controversia sobre el

contenido en ADN de estas células es, pues, de gran interés.
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2. OBJETIVOS E INTERES DE LOS MISMOS.

Los objetivos propuestos al comienzo del presente
trabajo de Tesis Doctoral fueron:

PRIMERO. Conseguir las condiciones O6ptimas de disgregacién
celular que nos permitieran aislar lo mds integras posible las
células piramidales del hipocampo desde estadios tempranos de
diferenciacién hasta su maduracién. Las células asi disgregadas
nos permitirian conseguir los objetivos tercero y cuarto.
SEGUNDO. Conseguir la semidisgregacién de rodajas de hipocampo,
de forma que pudiésemos estudiar "in vivo" los patrones espacial
y temporal de morfogénesis en cada drea del hipocampo a lo largo
del desarrollo postnatal.

TERCERO. Estudiar 1los patrones espacial y temporal de
morfogénesis de estas células, utilizando células disgregadas y
rodajas semidisgregadas.

CUARTO. Medir el contenido de ADN en las células piramidales
adultas disgregadas. Para conseguir este objetivo teniamos
primero que determinar los tiempos y temperatura de hidrdlisis
6ptimos para las células piramidales y las células control
(leucocitos de rata y eritrocitos de pollo).

Ahondar en el conocimiento de cémo se desarrolla una
porcién del SNC, tan compleja estructuralmente como el hipocampo,
Yy que participa en los procesos de memoria y aprendizaje, es de
gran interés en el campo de la neurcbiologia del desarrollo.

La disgregacién de neuronas lo mds integras posible ha
sido objeto de numerosos trabajos cientificos, siendo no muy
satisfactorios los resultados obtenidos hasta la fecha con las

neuronas piramidales del hipocampo. El disefio experimental gque
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hemos empléado para el estudio de la morfogénesis de las células
piramidales, mediante rodajas semidisgregadas, constituye una
innovacién ya aceptada (Lépez-Gallardo y Prada, 1992) en el canmpo
de la neurobiologia del desarrollo. La obtencién de neuronas
aisladas, lo mds integras posible, interesa también a los
neurocientificos dedicados al estudio de la fisiologia neuronal
por los modernos métodos de "patch clamp" y "voltage clamp", asi
como a los dedicados al campo de los transplantes neuronales.
El determinar de manera fiable un supuesto contenido
extra de ADN en las células piramidales es esencial para resolver
la controversia existente en la literatura, y apoyar o rebatir la
debatida idea de correlacién entre contenido de ADN y complejidad
estructural de determinadas neuronas. Por otra parte, el estudio
del contenido en ADN de las neurcnas y células de glia, es de
interés, no sélo por la posible relacién entre poliploidia y
complejidad estructural y funcional de algunas de estas células,
sino porque conociendo el contenido en ADN podemos llegar a
responder una pregunta de interés general para los investigadores
del desarrollo del SNC: ien qué momento de la interfase abandonan
estas células el ciclo celular?, si en la fase Gl o en la fase
G2. Un contenido 2C indica gque las células abandonan el ciclo en
Gl. Un contenido 4C nos permitiria pensar en la posibilidad de
que abandonasen el ciclo en algun momento de G2, aungue existe la
posibilidad de que las células con contenidos superiores a 2C

continden sintetizando ADN después de abandonar el c¢iclo en Gl.
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3. DISENO EXPERIMENTAL

Para conseguir los objetivos planteados, disefiamos
series correspondientes de experimentos.

A) Para obtener las condiciones éptimas de disgregacién
Yy semidisgregacién celular (objetivos primero y segundo), se
planificaron dos series de experimentos de disgregacidn
enzimdtica.

En una serie, se trataba de variar distintos factores
que afectan al resultado de la disociacién, principalmente la
concentracién de proteasa, la temperatura y el tiempo de
incubacién, hasta conseguir 1las condiciones ¢éptimas de
disgregacién; es decir, aislar las células piramidales del
hipocampo 1o mds integras posible. Se utilizaron crias de rata de
edades comprendidas entre el dia de nacimiento (PO} y los 11 dias
postnatales (P1l1). 7 '

En otra serie de experimentos, se trataba de
determinar las condiciones &ptimas de sehidisgregacién de las
rodajas de hipocampo. Se pretendia conseguir que las células
quedasen ligeramente separadas, sin perder su forma ni posicién
relativa, permitiendo facilmente su observacién por contraste de
fase. Se utilizaron crias de rata de las mismas edades gue en la
serie anterior.

B) Una vez obtenidas las condiciones &éptimas de
disgregacién y semidisgregacién, en otra serie de experimentos
estudiariamos 1la morfogénesis de las células piramidales
(objetivo tercero), observando en preparaciones frescas, tanto de
disgregaciones completas como de rodajas semidisgregadas, 1las

diferentes formas de las células durante su proceso de
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diferenciacién. Se utilizaron hipocampos de ratas comprendidas
entre PO y P12. En el caso de las rodajas semidisgregadas, se
planeé hacer el estudio de las formas en cada uno de los
subcampos en que se divide el hipocampo: CAl, CA2, CA3 y CaAd.
C) Para estudiar el contenido de ADN de las células
piramidales (objetivo cuarto), disefiamos una serie de
experimentos con ratas P10-Plli. Se eligidé esta edad porque es el
estadio mds avanzado en el que habiamos conseguido disgregaciones
6ptimas, y ademds en este estadio las células piramidales estdn
ya diferenciadas. Planeamos determinar por citofotometria el
contenido de ADN por célula piramidal, utilizando el método de
Feulgen. Como células control decidimos utilizar en una serie de
experimentos eritrocitos de pollo, células cuyo contenido en ADN
estd bien establecido, para comparar nicleos problema con nicleos
2C de otra especie; en otra serie, leucocitos de rata, para
comparar los nmicleos problema con nicleos 2C de la misma especie;
Y en una tercera serie ambos tipos celulares, para comparacién de
controles 2C de dos especies distintas entre si y ademds con las
piramidales. Las células control siempre se extendieron sobre el
mismo portaobjetos que ias células piramidales. Para cada uno de
los pares control-problema se realizdé una curva de hidrélisis
completa. Todos los portas empleados en un misma curva de
hidrélisis fueron sometidos al método de tincién de Feulgen el

mismo dia y con los mismos reactivos.
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4. MATERIAI. Y METODOS

4.1. MATERIAL

Material biolégico
1) Los experimentos se han realizado con crias de rata
(Rattus rattus) de distintas camadas y de edades comprendidas
entre PO y P12 y ratas adultas (varios meses de vida) de la raza
Wistar procedentes del animalario de la Facultad de Medicina.
2) Pollos adultos de 1la raza White Leghorn (Gallus

domesticus) estirpe Shaver, procedentes del animalario del Centro
de Biologia Molecular de Madrid.

Instrumentos

Entre los instrumentos principales utilizados en este
trabajo estén: fotomicroscopio "Zeiss", modelo Universal,
estereomicroscopio "Zeiss", modelo SR, centrifuga KUBOTA 5100,
microtomo SORVALL TC-2 Tissue Chopper, microdensitémetro
"Vickers", modelo M-85.

Productos quimicos

Se utilizé anestésico Equithesin, el cual se preparé en
nuestro laboratorio, disolviendo 21,25 gr de hidrato de cloral en
49,4 ml de etanol absoluto, solucién a la que se afadidé en orden:
4,86 gr de pentobarbital sédico disueltos en 21 ml de agua
bidestilada; 198 ml de 1,2-propilenglicol:; 10,63 gr de sulfato
magnésico disueltos en 50 ml de agua bidestilada; y agua
bidestilada hasta completar 500 ml. El anestésico Equithesin se
administrd por via intraperitoneal, en dosis de 2 ml/kg de peso.

Se utilizé una proteasa no comercializada, extraida de
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Estreptomices, facilitada por Fermentaciones y Sintesis Espanola
S.A. (FYSE), a la gue nos referiremos como proteasa FYSE.

El resto de 1los reactivos guimicos corrientes se
obtuvieron a través de empresas especializadas. La mayoria de
ellos fueron de la firma Merck. Las caracteristicas relevantes de
algunos de estos productos se describen en las secciones

correspondientes.
4.2, METODOS

Condiciones de crianza y mantenimiento de las ratas

Las ratas estuvieron sometidas a ciclos de 12 horas
luz/oscuridad y a una temperatura constante de 18-20 °C y con
acceso libre en todo momento a agua y comida. Se tuve un
seguimiento riguroso del periodo de gestacién de las ratas,
mediante la realizacidén de frotis vaginales y su observacidén al
microscopio, al objeto de determinar con exactitud el dia del
nacimiento y poder seguir el desarrcllo postnatal a partir de ese
momento.

Método de diégregacién celular en hipocamp6 de crias

de rata PO-P1l1 ‘

El método se basa en el utilizado por Prada y col.
{(1991) para disgregar las células de la retina del pollo.
Consiste en la disgregacién enzimdtica del tejido mediante una
proteasa FYSE, de actividad enzimdtica 24134 uA/mg. El
procedimiento general utilizado se indica en el esquema de la
Fig. 11.

El hipocampo se extrajo cuidadosamente seguin la técnica
descrita por Schwartzkroin (1981). Se realizaron manualmente (con
bisturi) rodajas finas, las cuales se trocearon muy finamente en
200 ul de una solucidn de sacarosa al 10,26% en agua destilada.
A continuacién se incubdé el tejido en una solucién gque contenia

proteasa (4,2-17,4 mgr/ml x 10™* ), sacarosa (10,26%) y agua
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EXTRACCICN DEL HIPOCAMPO
OBTENCION DE RODAJAS

TROCEAMIENTO FINO DE LAS
RODAJAS EN 200ul DE SACAROSA
AL 10,26%

INCUBACION EN UNA SOLUCION DE
PROTEASA EN SACAROSA AL 10,26%

33 °©
C p—

SUSPENSION CELULAR

OBSERVACION DE LAS EXTENSION DE LA SUSPENSION
CELULAS "IN VIVO" EN PORTAOBJETOS
FIJACION

Piqura 11. Esquema del método de disgregacion celular.
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destilada. Debido a la inestabilidad de la proteasa en solucién
acuosa, cada dia de experimentacién se realizé una solucidén stock
con 1 mg de proteasa y 2,4 ml de solucidén de sacarosa al 10,26%
en agua, de la cual se tomaban alicuotas para obtener la solucién
de incubacién. La concentracién de proteasa usada varidé en
funcién del estadio de desarrollo del animal. Cada 5 minutos y
con una punta de micropipeta de boca ancha, se ayudd
mecédnicamente, pasando lentamente 5 a 10 veces la solucidén de
incubacién a través de la misma. La temperatura de incubacidn fue
siempre de 33°C. El1 proceso de disgregacién fue segquido
visualmente a intervalos de 10 minutos en microscopia de
contraste de fase. La digestién fue detenida entre los 30 y 45
minutos de incubacién, seglin la cantidad de tejido digerido,
afiadiendo un volumen de sacarosa igual al existente en el tubo de
incubacién y dejando la solucién a temperatura ambiente.

La suspensién celular asi obtenida se utilizé durante
las 2 horas siguientes para el estudio de las formas de las
células piramidales. Para la determinacién del contenido de ADN,
al finalizar la digestién se hizo extensién de la suspensioén
celular sobre portaobjetos, y las extensiones fueron procesadas
por el método de Feulgen, como se indica més adelante.

Los dibujos de células jévenes y de células piramidales
diferenciadas se realizaron a 25x, utilizandc cdmara ludcida. Las
fotografias se tomaron con pelicula Kodacolor Gold 100 ASA a 25x
0 con Kodak T-MAX 400 ASA a 25x para las fotos en blanco y negro.

Obtencién de rodajas semidisgregadas de hipocampo de

crias de rata PO-Pl2

Las rodajas las realizamos por el método desarrollado
por Schwartzkroin (1981) para obtener rodajas de hipocampo de
cualquier especie de animal. Brevemente, las crias de rata eran
decapitadas, y sus cabezas introducidas en Krebs (NaCl 120 mM,
KCl 3mM, MgCl, 1,2mM, NaHCO, 25mM, D-glucosa 11mM, CaCl, 2,5mM; a
pH 7,3) burbujeado con 95% de aire y 5% de CO,. E1 hipocampo era
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extraidc con ayuda de una pequenia espdtula y se situaba en el
microtomo sobre una base de agar, orientédndolo convenientemente
con respecto a la cuchilla para obtener cortes transversales. Las
rodajas, entre 50-100 um de grosor, eran recogidas con un pincel
y colocadas en solucién de Krebs oxigenado. Después eran
transferidas también mediante pincel a la solucién de sacarosa al
10,26% en agua para su lavado, y a continuacioén, con ayuda de una
pipeta Pasteur y utilizando como extremo de succién el de
didmetro mayor, se transferian al tubo de incubacién que contenia
la solucién de proteasa. Esta solucidén era realizada de la misma
manera que explicamos en el apartado anterior, pero utilizando
concentraciones entre 5,2 y 20,8 mgr/ml x 107°, segin el estadio
de desarrollo del animal.

El tiempo de incubacidén oscilé entre 20 minutos (los 10
primeros minutos a 33°C y el resto del tiempo a temperatura
ambiente), y 30 minutos (los 15 primeros a 33°C y el resto a
temperatura ambiente), también en funcidén de la edad del animal.
Las rodajas semidisgregadas se depositaron sobre un portaobjetos,
con pequehas gotas de la solucién de incubacién, para su estudio
en microscopia de contfaste de fase,.

Los dibuijos de las rodajas y de ;as células de interés
se realizaron a a 2,5x y 25x. Las fotografias fueron tomadas con
pelicula Kodak T-MAX 400 ASA a 25x y a 16x.

Preparacién de las extensiones celulares y tincién de

Feulgen

Sobre las tres cuartas partes de portaobjetos
gelatinados, se extendieron las células disociadas del hipocampo
de rata de 11 dias postnatal, y sobre el tercio restante se
extendieron las células control: eritrocitos de pollo vy/o
leucocitos de rata. Se hicieron tres tipos de extensiones:
células piramidales con eritrocitos de pollo, células piramidales
con leucocitos de rata, y células piramidales con eritrocitos de

pollo y leucocitos de rata. Para realizar la extensién de
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eritrocitos de pollo adulto (2 semanas) se sacrificé al animal
por decapitacidén y se recogié la sangre en un tubo heparinizado.
Inmediatamente se tomé una gota de sangre y se extendié sobre el
portaobjetos. Para obtener los leucocitos de rata adulta (2-3
meses), realizamos una extraccién de sangre al animal
anestesiado, recogiéndola en un tubo heparinizado. Después la
sangre se centrifugé a baja velocidad (2000 rpm) durante 10
minutos, y con una micropipeta se tomé cuidadosamente la banda
correspondiente a las células blancas de la sangre. A
continuacién, se resuspendidé el volumen de células obtenido en
doble cantidad de suero salino fisioldégico glucosado (ClNa
glucosa anhidra, 5 g; agua para inyeccién c.p.s., 100ml). Se
tomaron gotas de la solucidén y se extendieron sobre 1los
portaobjetos.

Las extensiones sobre portaobjetos se secaron
rdpidamente y se dejaron a temperatura ambiente (19-22°C) 1-2
horas; a continuacién se fijaron en etanol 100%-dcido acético
glacial (3:1), durante tres cuartos de hora, seguido de tres
lavados de 15 minutos en agua destilada. Se dejaron secar y se
conservaron a temperatura ambiente hasta el momento de realizar
la tincién de Feulgen. _

El método de tincién de Feulgen consiste en hidrélisis
parcial acida del ADN, bien con HCl1l 5N a temperatura ambiente, ©
con HC1 1N a 60°C, seguida de reaccién con la base de Schiff. El
reactivo de Schiff, fucsina bdsica decolorada con anhidrido
sulfuroso, reacciona con los grupos aldehidos libres y genera una
macromolécula coloreada insoluble, 1la cual gqueda unida
covalentemente al ADN. (Fig. 12). La reaccidén es estequiométrica
y especifica. Esto dltimo se evidencia por la ausencia de tincidn
cuando a las células se las trata con ADNsas antes de comenzar el
protocolo de tincién. En nuestras hidrélisis hemos preferido
utilizar ClH 5N a temperatura ambiente, en base a los trabajos

que demuestran que en estas condiciones las medidas de contenido
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de ADN en células animales son mds fiables que cuando se

hidroliza con ClH 1N a 60°C (Decosse v Aiello., 1966).

’O-l'?:O
o [ER]||[FuR_Jpo
é HIDROLISIS 0= I__O
HIDROLISIS
pur ||| PR ] ° Z"’
o=%-0-

NH,

,50sH
oQ
NH ?I‘"
|
S0, H SO4H
LEUCOFUCSINA

Fiqura 12. Reacciones que tiemen lugar en el nicleo de la célula al realizar la tincién de Feulgen. A,
nuestra el lugar de hidrélisis sobre las desoxirribosas unidas a las purinas. B, nuestra el resultado de la
hidrélisis y lugar de unién de la leucofucsina. Azul, grupos aldehido libres, pir, pirimidina; pur, purina.

Se realizdé una curva de hidrélisis para cada tipo de

extensién a tiempos y temperatura determinados experimentalmente,
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como veremos en el apartado de resultados. Para ello, se
rehidrataron las extensiones con agua destilada durante 15
minutos previamente a la hidrdlisis; después de la hidrdélisis se
realizaron tres lavados de 15 minutos cada uno en agua destilada
fria (4 "C), e inmediatamente se aplicd el reactivo de Schiff al
1%, preparado segun el método de Lillie (tomado de Martoia,
1970), durante 2,5 horas en cdmara hiumeda y temperatura ambiente.
A continuacién se lavaron tres veces (2 minutos cada) en agua
sulfurosa (5 ml de ClH 1N y 5 ml de metabisulfito sédico 10% en
90 ml de agua destilada) preparada en el momento de su
utilizacidén, y se les didé un lavado final en agua destilada de 15
minutos. Las extensiones se dejaron secar a temperatura ambiente
y se almacenaron en oscuridad hasta la valoracién de su contenido
en ADN. En el momento de hacer la lectura del ADN las extensiones
se montaron provisionalmente, utilizando agua destilada vy
colocando un cubreobjetos, el cual se selléd al portaobjetos
mediante laca de uhas.

Las lecturas del contenido de ADN se realizaron con un
microdensitémetro integrador Vickers M-85. Se utilizé un objetivo
de 100X, con mascaras qﬁe delimitan un campo entre 10 y 30 micras
de diametro, luz de 550 nm de longitud de‘onda, con una anchura
de banda de 30 nm (de 520 a 580 nm) y utilizando un ojo lector
("spot") de 0,4 micras de didmetro. Se eligieron nicleos al azar,
recorriendo el porta ordenadamente, y aplicamos para cada lectura
los siguientes criterios: 1) comprobacién de gque el nicleo
elegido correspondia a una célula piramidal inequivocamente
identificada; 2) seleccidén de la mdscara de tamano adecuado al
nicleo; 3) ajuste de la transmitancia a 100% colocando el ojo
lector fuera del micleo, pero dentro del campo delimitado por la
mascara; 4) comprobacién de los blancos, midiendo 1la
transmitancia sobre el citoplasma celular y fuera de las células,
sobre el porta mismo; 5) cada lectura se obtuvo hallando la media

de dos lecturas del mismo nicleo.
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Un mninimo de 35 células control y 45 células
piramidales fueron medidas por cada portaobjetos estudiado. La
lecturas integradas que nos proporciona el microdensitémetro, es
el contenido en ADN en Unidades Arbitrarias (UA}. Los valores
absolutos de ADN expresados en picogramos (pg) que se muestran en
los resultados para las células piramidales, se obtuvieron
calculiandolos a partir de los valores absolutos de contenido en
ADN, ya conocidos, de las células diploides utilizadas como
control 2C: 1,7-3,1 para los eritrocitos de pollo (Fasman, 1976)

y 6,1-6,7 pg para los leucocitos de rata (Fasman, 1976).
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5. RESULTADOS

5.1. PUESTA A PUNTO DE UN NUEVO METODO PARA LA
DISGREGACION CELULAR DEL HIPOCAMPO DE RATA

La experiencia obtenida previamente en nuestro
laboratorio con la proteasa FYSE, en la disgregacidén de retina y
cerebelo de pollo y rata, nos indicé que es necesario establecer
las condiciones é6ptimas de disociacién para cada tipo de tejido
nervioso. La relacidén masa de tejido/volumen total del medio de
incubacién, y la concentracién de proteasa, se revelaron como
factores «criticos que varian en funcidén del estadio de
desarrollo. Por ello, tuvimos que realizar numerosos experimentos
para conseguir las condiciones O6ptimas de disgregacidén de las
células piramidales del hipocampo de rata: un total de 139
experimentos con animales de edades comprgndidas entre los dias
postnatales 0 y 11 (P0-P1l1). Elegimos comenzar en PO porque
nuestro objetivo era disgregar las células durante el periodo de
morfogénesis en el gue las células piramidales han emigrado, y
estdn ya en su capa correspondiente, comenzando a transformarse
para adguirir su forma adulta. Dado gque en E19 termina la
neurogénesis, en PO las células piramidales estarian comenzando
su morfogénesis. En Pll encontramos la morfologia prédcticamente
adulta.

Determinamos como experimentos Sptimos agquellos en los
gue obtuvimos el mayor numero de células piramidales
morfolégicamente bien preservadas(ejemplos en Fig 13), sin signos

de vacuolizacién, viables y un tiempo de supervivencia méximo.
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Figura 13. Ejemplos de algunas células
piramidales disgregadas obtenidas en
experimentos optimos con ratas de
distintos estadios.237x.



En todos los estadios, la mayoria de las células
morfolégicamente bien preservadas sobrevivieron en el medio de
disgregacion y a temperatura ambiente durante al menos dos horas.
Las células de los estadios mas jévenes (PO-P5) se disgregan méas
facilmente, salen con méds prolongaciones y mds largas, Y
sobreviven mids tiempo en el medio de disgregacidén (hasta 3h y
media) gue las de los estadios mds avanzados.

En la Tabla I se muestra el nimero de experimentos
realizados para cada estadio, asi como la relacién masa de
tejido/volumen de incubacidén (M/V) y la concentracién de proteasa
encontradas como O6ptimas en cada estadio del desarrollo. La
concentracién de proteasa aumenta ligeramente de PO a Pl1, =se
mantiene entre Pl y P3 y se duplica entre P3 y P5. Entre P6 y P7,
la diferencia de concentraciones es mdxima (5,2 mg/ml x 1077 ),
y entre P7 y P10 la concentracién se mantiene, hasta P11, estadio
en el gue es necesario un ligero aumento para obtener células
bien preservadas. Por lo tanto, la concentracién de proteasa
aumenta con el estadio de desarrollo, y presenta los mdximos
incrementos entre los estadios P3/P4, P4/P5, y P6/P7.

La variacién de la concentracién de proteasa en funcidén
del estadio del desarrollo, es un resultado que diferencia
nuestro método de disgregacidén de los utilizados hasta ahora para
disgregar SNC con otras proteasas, en los cuales la concentracidén
usada para disgregar tejido embrionario es la misma gue para
tejido adulto. Las concentraciones éptimas de proteasa utilizadas
en nuestros experimentos, 4,2-17,4 mg/ml x 10™ , contrastan con
las de 1las otras proteasas. Todas ellas, vya sea tripsina,
colagenasas, pronasa, O papaina, se utilizan a concentraciones
alrededor de 1 mg/ml (Waymouth, 1974). Por lo tanto, nosotros
utilizamos concentraciones entre 50 y 200 veces menores lo cual
pone de manifiesto la gran actividad proteoclitica de la proteasa
FYSE. Determinados experimentos demostraron gque la adicién de

4mg/ml x 107 de proteasa a una solucién de incubacién que
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contenia la concentracién éptima resulté en la destruccién total

de tejido P2 en pocos minutos.

Experimento 6ptimo
Estadio N Incremento
M/V [Proteasal] [proteasal]
PO 4 4H/800 4,2
: 1,0
P1 7 4H/800 5,2
0
P2 10 4H/800 5,2
0
P3 9 4H/800 5,2
2,6
P4 7 3H/800 7,8
2,6
P5 13 2H/800 10,4
0]
P6 8 2H/800 10,4
5,2
P7 14 2H/800 15,6
0
P8 13 2H/800 15,6
0
Po 15 2H/1200 15,6
0
P10 13 2H/1200 15,6
1,8
Pll 24 2H/1200 17,4

Tabla I. Nimero de experimentos realizados por cada estadio de desarrolle y condiciones éptimas de
disgregacién de las células piramidales del hipocampo de rata. Columnas de izquierda a derecha: Estadio, en
dias postnatales (P); N, nimero de experimentos; M/V expresa la relacién masa de tejide (nimero de
hipocampos-B-) por volumen {en microlitros) del medio de incubacién; la concentracién de proteasa estd
referida a mqr/ml x 1077, en las columnas Ultima y pendltima de la derecha; el tiempo de incubacién varié
entre 30 y 45 minutos a temperatura de 33°C.

La relacién M/V también vario en relacién al estadio.
Entre P3 y P5 hubo que disminuir la cantidad de tejido, y entre
P8 y P9 aumentamos el volumen de la solucién de incubacién, para
obtener disgregacién total del tejido, y una densidad de células
tal que permitiese facilmente la observacién de las mismas al
colocar una alicuota de 30-50 ul de la suspensidn celular entre

porta y cubre.
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Fn la Tabla II se muestra el porcentaje de células
piramidales bien preservadas morfolégicamente ("integras")

respecto al total de células piramidales disgregadas.

PIRAMIDALES PIRAMIDALES TOTAL. DE PIRAMIDALES

EDAD BIEN DANADAS PIRAMIDALES | "integras"/
PRESERVADAS totales

PO 442 135 577 77%

Pl 425 152 577 73%

P2 441 136 577 76%

P3 379 198 577 66%

P4 401 176 577 69%

PS5 420 157 577 73%

P6 414 _ 163 577 72%

P7 412 165 577 71%

P8 397 180 577 N 69%

P9 390 187 577 67%

P10 387 190 577 67%

P11 352 225 577 61%

Tabla IT. Evaluacién de la eficacia del método en porcentaje de células piramidales que se disgregan bien
preservadas respecto al total de piramidales disqregadas. Los conteos se han realizado al menos en cuatro
animales distintos por cada estadio.

La evaluacién se realizé en cada estadio eligiendo al
azar 6-10 campos O6pticos; en cada campo se contd el nimero de
células piramidales bien preservadas morfolégicamente y de
aspecto saludable (sin vacuolizacién y con soma refringente en
contraste de fase) y el numero de células piramidales dahadas.
consideramos células piramidales bien preservadas aquellas que
presentaban dendrita apical mds o menos larga, CONn Mas O mMenos
ramificaciones (en los estadios muy Jjévenes las ramificaciones
son escasas) y axoén, o dendritas basales, o ambos. Se

consideraron células piramidales dafadas, no sélo aquellas con un
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soma claramente deteriorado, sino también las células con somas
de aspecto saludable reconocibles como piramidales, tuviesen axén
0 no, pero sin dendrita apical.

El estudio de la viabilidad de las células, por el
método de exclusién del azul de tripano, realizado inmediatamente
después de terminar la incubacién, demuestra que en las
disgregaciones Optimas el 100% de las células piramidales
morfolégicamente bien preservadas y con buena apariencia,
excluyen el azul de tripano, es decir, son células vivas. E1 92-
98% de las células consideradas como dahadas excluyen también el
colorante. Las células que lo incorporan (entre el 2-7%), en
numero considerable presentan mal aspecto, son oscuras Yy ho
refringentes, y muchas en claro estado de vacuolizacién.
Obviamente el indice de viabilidad disminuye con el tiempo
después de la disgregacién si las células no son cambiadas de
medio.

El nuimero medio de células piramidales morfolégicamente
bien preservadas, muchas con sus prolongaciones mds finas, que se
extraen en nuestras condiciones es de aproximadamente 120.000
por hipocampo de rata P7 (evaluaciones realizadas a los 20
minutos de incubacién). A los 30 minutos de incubacién el numero
de piramidales es mayor, pero disminuye el numero de células
"integras", debido obviamente a la ayuda mecdnica y a la mayor
exposicién a la digestién enzimdtica. En estadios anteriores a P7
el numero de células que se obtiene es muy superior y desde P8 a
P11l es inferior.

La suspensién celular obtenida con nuestro método de
disgregacién no sélo contiene células piramidales bien
preservadas, sino que también contiene neuronas de otras capas
del hipocampo, células de glia, y células granulares del giro
dentado. En la Fig 14 mostramos fotografias de algunas de estas
células. Sin embargo, las concentraciones de proteasa indicadas

en la Tabla I son las 6ptimas para obtener el niumero madximo de
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células piramidales viables y bien preservadas morfolégicamente.
No son, sin embargo, las adecuadas para disgregar de forma 6ptima
las otras poblaciones celulares del hipocampo. Los experimentos
realizados en un rango de concentraciones para determinar la
6ptima, nos enseharon que, por ejemplo, concentraciones mas
elevadas de proteasa entre PO y P5 proporcionan mayor nimero de
células de glia, pero las células piramidales salen mas danadas.
En cambio, 1las concentraciones de 1la Tabla 1 son también
adecuadas para obtener gran cantidad de glia en P9. Por lo tanto,
usando la proteasa FYSE es necesario adecuar las concentraciones
al tipo de célula que se desea disgregar, en cada estadio.

En resumen, hemos puesto a punto un nuevo método para
disgregar el hipocampo de rata, con el que se extraen con gran
eficacia las células piramidales en diferenciacién, viables, y

con un alto grado de preservacidén morfoldgica, de los estadios

Po-P1l.,

A
i,

Fiqura 14. Bjemplos de células no piramidales, disqregadas del hipocampo y giro dentado. A:células
supuestamente de glia del hipocampo y giro dentado de diferentes estadios. B: células granulares del giro
dentado de diferentes estadfos. Cowpdrese el tamafio y forma de estas células con las células piramidales
mostradas en la Fig. 13. 237x.
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5.2. PUESTA A PUNTO DE UN METODO DE SEMIDISGREGACION
DE RODAJAS DE HIPOCAMPCO DE RATA

La observacién al microscopio 6éptico de pequenos
pedazos de tejido, durante el seguimiento de las disgregaciones,
demostré que la proteasa FYSE separa las células unas de otras
sin romperlas, de modo que el tejido pasa durante la incubacidén
por un estado de semidisgregacién. La distancia entre las células
va incrementando sin perder su forma ni su posicién relativa.
Esto nos hizo pensar en la posibilidad de encontrar el método de
conseguir un grado de semidisgregacidén adecuado para estudiar la
morfogénesis de las células piramidales en las rodajas.

Se realizaron una serie de experimentos empezando en PO
con la concentracién éptima determinada en los experimentos de
disgregacién celular. Enseguida supimos que, a partir de P3, era
necesario subir la concentracién de proteasa.

En total realizamos 81 experimentos con animales de edades
comprendidas entre P1 y Pl2. Encontramos que la concentracién
6ptima de proteasa varfa de 5,2 a 20,8 mg/ml x 10> (Tabla III)
en funcidén del estadio de desarrollo. De P} a P3 la concentracién
iddénea es de 5,2 x 10™*; en P4 y P5 es necesario aumentarla a 10,4
X 107 y 15,6 x 107 respectivamente; durante P6-P8 no varia, y de
P9 a P12 incrementa la concentracién a 20,8 x 1073,

S5i se comparan los resultados de los experimentos de
semidisgregacién (Tabla III) con los obtenidos en 1los
experimentos de disgregacién total (Tabla I), se observa gque
hasta P3 las concentraciones podemos decir que son las mismas,
mientras que de P4 a P6 las concentraciones ©6ptimas para
semidisgregar son superiores a las requeridas para llegar a la
disgregacién completa. En los estadios P7 y P8 se igualan las
concentraciones, y de P9 a P12 son mayores las concentraciones

empleadas en las semidisgregaciones.
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- Experimento éptimo
[ Estadio N
. M/V [Proteasa]_

P1 8 4H/400 5,2
P2 6 4H/400 5,2
P3 9 2H/400 5,2
P4 5 2H/400 10,4
P5 7 2H/400 15,6
Pé6 5 2H/400 15,6
P7 7 2H/400 15,6
r8 9 2H/400 15,6
P9 5 2H/1000 20,8
P10 5 2H/1200 20,8
P11l 6 2H/1200 20,8
P12 8 2H/1200 20,8

Tabla III. Nimero de experimentos realizades por cada estadio del desarrollo y condiciones &ptimas
condiciones 6ptimas de semidisgreqacién de rodajas del hipocampo de rata. Columnas de izquierda a derecha:
Estadfo, dfas postnatales (P); N, mimero de experimentos; M/V expresa la relacién masa de tejido (mimero
de hipocanpos-H-) por volumen (en microlitros) del medio de incubacién; la concentracién de proteasa estd
referida en ngr/ml x 10" en 1a Gltina columna de la derecha . El tiempo de incubacién varié entre 20 y 30
minutos a temperatura de 33°C.

La semidisgregacisén del tejido requiere una penetracidn
de la-proteasa en el mismo encaminada a digerirlo parcialmente,
por lo que tedéricamente se necesitaria una concentracién de
proteasa menor o igual que la empleada en disgregacién completa.
Sin embargo, al no trocear las rodajas ni ayudarlas mecdnicamente
en el proceso de semidisgregacién, en los estadios en los que la
matriz extracelular es mas densa (seria a partir de P4), parece
légico que las concentraciones usadas para disgregar

completamente pequerios trozos de rodaja resulten insuficientes
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para semidisgregar rodajas de 50-100um. Por otro lado, para
conseguir un cierto grado de disgregacién en un periodo de tiempo
lo mds corto posible (20-30 minutos en semidisgregacidén frente a
30-45 minutos en disgregacién), parece también 16gico que cuando
la matriz extracelular es mds densa se necesite mayor o igual
concentracién de proteasa que la empleada en disgregacién.

En la Fig 15 mostramos a pocos aumentos una rodaja
semidisgregada de rata de 1 dia de vida (A) en la que puede
observarse cémo el estado de semidisgregacién conseguido,
mostrado a mayores aumentos en B, sigue permitiendo identificar
las regiones de la formacidén hipocampal, asi como las dreas del
hipocampo. En B se pueden observar células piramidales bien
preservadas muchas con prolongacién de 1la dendrita apical
espectacularmente largas, y también células deterioradas. Estas
dltimas son inevitables, debido por una parte al proceso de corte
del tejido, y entre otras causas a que el simple peso del cubre
estard incrementando el deterioro de las células superficiales,
méds dafiadas por la mayor concentracién de proteasa utilizada.
Otro factor que hemos encontrado como acelerante del deterioro
celular es la cantidad de medio con el que se coloca la rodaja
entre el porta y el cubre. Si el cubre se coloca directamente
encima de 1la rodaja, © se pone menos meaio del adecuado, las
células se deterioran mds réapidamente gue cuandc se pone una
cantidad de medio adecuada. Debido a la disposicidn
tridimensional del &rbol dendritico apical, noc se puede
fotografiar la célula completa en un sélo plano de enfogque con un
microscopio ©¢ptico corriente (no confocal) como del que
disponemos, razén por la cual se ha recurrido a los dibujos a
camara lucida para ilustrar los resultados de morfogénesis, como
veremos en el apartado correspondiente.

En resumen, hemos puesto a punto un método por el que
se obtienen rodajas semidisgregadas de la formacién hipocampal

desde los estadios PO a P12, en las cuales se puede observar la
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forma completa de las células piramidales de las distintas areas
del hipocampo, asi como celulas de otros strata del hipocampo y

del giro dentado.

A

gk

Figura 15. A, rodaja de Pl semidisqregada; CAl, CA2, CA3, CM, dreas del hipocampo; las caberas de flecha,
yarcan la posicion aproximada de la que se han tomado los campos mostrados en B de distintas rodajas; el
asterisco senala el hilus; GD, giro dentado. 95x. B, vista a mayor aumento (237x) de campos observados en

\:f,s 8
las distintas dreas del hipocampo e hilus del giro demtado de rodajas semidisqregadas de diversos estadios.
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5.3. PATRONES ESPACIAL Y TEMPORAL DE MORFOGENESIS DE
LAS CELULAS PIRAMIDALES

La morfogénesis de las células piramidales se ha
estudiado en células disgregadas y rodajas semidisgregadas. Nos
propusimos con este estudio responder a dos preguntas: 1) <icémo
se transforma una célula bipolar sencilla, inicialmente con dos
prolongaciones (una de las cuales es el axén y la otra es la que
dard origen al 4rbol dendritico apical (Stensaas, 1967 a-f)), en
una célula tan compleja como es la piramidal adulta, con dos
drboles dendriticos opuestos, uno apical y otro basal?, 2) <ise
diferencian simultdneamente todas las células piramidales del
hipocampo, ¢ por el contrario existe alguin gradiente similar, o
diferente, a los de comienzo y terminacién de la neurogénesis?.

En los primeros experimentos de disgregacién observamos una
variedad de formas, supuestas células piramidales, en todos los
estadios desde PO a P11, que ya nos indicd que la diferenciacidn
de estas células no era un proceso que ocurriese sincrénicamente
en todo el hipocampo, porque si asi fuese tendriamos una tunica
morfologia en cada estadio. '

La Fig 16 muestra la variedad de formas encontradas en los
estadios PO, P4, P8 y Pll, a modo de ejemplo. Determinadas
formas, como las marcadas con un asterisco en la figura, eran
facilmente identificadas como células piramidales, por su soma
triangular, su prolongacién apical mas o mencos ramificada, sus
prolongaciones basales, y porque algunas de ellas ademds se
disgregan con el axén. En los estadios més joévenes, PO-P2, las
formas bipolares mas sencillas, como la sefhalada con una flecha
(P0), podrian ser identificadas como las formas m&s simples que
sabemos que adoptan las células piramidales inmediatamente
después de abandonar el ciclo; pero podrian ser también

neuroblastos de los miltiples tipos de células del stratum oriens
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Piqura 16. Muestra representativa de la variedad de formas de células piramidales observadas en disgregados
de diversos estadfos, dibujadas a cdwara licida. 150x%. La flecha sefiala una forma bipolar simple, adoptada
por las células inmediatamente después de abandonar el ciclo celular. El asterisce sefiala células claramente
identificables como piramidales. Las células sefialadas con ¥ son las formas 1lamadas "complejas® en el texto,
nenos parecidas a las tipicas piramidales (las no marcadas).

(capa infrapiramidal) o del stratum radiatum (capa
suprapiramidal), de cuya morfogénesis practicamente nada se sabe.
Las formas mds complejas y sin parecido con 1las formas
cldsicamente conocidas de las células piramidales, como las
marcadas con una X, no era posible saber si correspondian 1) al

stratum pyramidale del hipocampo, 2) a capas diferentes al
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stratum pyramidalé, o 3) al giro dentado, cuyas células estaban
también en los disgregados, puesto que éste no era separado del
hipocampo por la dificultad de aislarlo. En los estadios mas
avanzados, P10-P11, las formas complejas sin mucho parecido con
las células piramidales (también marcadas con una X por su
similitud con las obtenidas en los estadios anteriores) tampoco
podiamos identificarlas. Por lo tanto, en un primer estudioc sdélo
pudimos saber que la morfogénesis de las células piramidales no
ocurre de manera sincronica en el hipocampo, Yy que termina hacia
P11, puesto qgque en este estadio encontramos mayoria de formas
claramente de células piramidales, con abundantes prolohgaciones
basales, y ademds ya no encontrdbamos las formas mds simples
observadas en estadios anteriores.

La observacidén en rodajas semidisgregadas de cientos de
células de cada &rea del hipocampo y del giro dentado, en cada
estadio, nos permitié distinguir las formas de las células
granulares jévenes de las de las células piramidales, y conocer
la distribucién en el hipocampo de las formas obtenidas por
disgregacién. Hicimos un estudio sistemdatico en cada estadio,
consistente en dibujar 30 células de cada drea del hipocampo
elegidas aleatoriamente; asi reconstruimos miltiples pedazos de
cada drea. El andlisis de las formas celuiares en cada area y la
comparacién de los pedazos reconstruidos de cada drea a lo largo
del periodo de morfogénesis, nos ha proporcionado una visidn
dindmica no sélo de cémo se diferencia cada célula piramidal,
sinoc también de cdémo lo hacen el conjunto de células de cada
area.

La presentacién de resultados relativos a procesos
biolégicos gque cambian en el espacio y en el tiempoc resulta
dificil, siendo éste el caso de la morfogénesis de las células
piramidales. Por ésto mostramos los resultados de la manera mds
grafica posible, mediante dibujos y microfotografias, para restar

subjetividad a la presentacién de los mismos. Debido a 1la
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celeridad con que hay que actuar a la hora de dibujar muchas
células antes del deterioro de las preparaciones en fresco, en
general las células de los dibujos presentan menos prolongaciones
y bastante més cortas de lo que se puede apreciar en las
fotografias.

La observacién de rodajas de los estadios P0-P2 (Fig. 17),
evidencié que: 1) todas las formas observadas previamente en los
disgregados del mismo estadio, supuestamente células piramidales,
estdn realmente en la capa piramidal del hipocampo v estdn
mezcladas en cada una de las &reas (en los dibujos, sin embargo,
las hemos ordenado con criterio que explicamos mds adelante), 2)
desde CAl a CA3 las células estdn colocadas en disposicién
paralela, pero en cambio en CA4 tienen una disposicién aleatoria
(no representada en el dibujo correspondiente), 3) existe un
gradiente de distribucién de formas de CAl a CA4 que explicamos
a continuacién. Las formas bipolares méds simples (I, formas 1 y
2) con la prolongacién apical sin ramificaciones, o con pocas
prolongaciones en su extremo distal, y sin prolongaciones o pocas
prolongaciones saliendo del polo basal del soma, son las
predominantes en CAl y se aprecia claramente una disminucién
desde CAl a CA3 (obsérvense las prolongaciones apicales de las
células de la Fig IIa, respecto a las de las Figs. IIb-d), siendo
dificil encontrarlas en CA4. En cambio, las formas complejas (I,
formas 4), caracterizadas unas por presentar una prolongacién
apical muy corta (o casi inexistente), de la que salen numerosas
ramificaciones y otras por tener un soma irregular del que salen
todo alrededor prolongaciones (flechas), son mayoritarias en CaA4
y disminuyen hacia CAl.

Estudiando las formas dibujadas de cada una de las dreas
CAl, CA2 y CA3, vimos que era posible ordenarlas en una secuencia
légica de progresiva transformacién de las formas bipolares

sencillas {(formas 1) en células piramidales tipicas (formas 3).
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Figura 17. Celulas de la capa de piramidales de una rodaja P2.

1, dibujos a camara licida de una muestra representativa de la variedad de forma
mna secuencia 16gica de transformacion de las bipolares mas sencillas (1 y 2) efaontradas en cada drea del hipocampo {150x). Hemos ordenado las formas de cada area indicando

("in situ" estas fornas estan mezcladas cono puede observarse en IT). Notese quenna% ti picas de células piramidales (3) y formas complejas (4] también de células piramidales
cada serie (1 a 4) el punto de bifurcacion de la prolongacion apical (sefialado con cabezas de

flecha en CAl) se aproxima al soma. II, microfotografias por contraste de fases
campos de las distintas areas, tomadas de diversas rodajas (237x). Las cabezas de flecha en a

sefialan el punto de bifurcacion de la prolongac;en apical de dos células a disti
fuera de foco (o se observa) y sin duda mucho més distante del soma que las Otrdlotan|1a del soma; notese que la célula senalada con una flecha tiene el punto de bifurcacion

4 1o ‘safialaa oo W Flohs en 14 satie T €M ohedrvese que tiens mis orolony élulas marcadas con cabeza de flecha, En b la cabeza de flecha seriala una célula muy parecida
mes basales y el punto de bifurcacion se ha aproximado al soma. En ¢ se muestra como la qran

mayoria de células de CA3 tienen el punto de bifurcacién muy proximo al soma. E
bifurcacion al soma. SN, stratun moleculare; SP, stratum pyranidale; S0, stratu. se muestra la disposicion aleatoria de las celulas en CA4 y la gran proximidad del pumto de
iens; GD, giro dentado.



Asi hemos distinguido en cada una de las &dreas 4 grupos de
formas. Las formas 1 son las bipolarés mas sencillas de las que
hablamos anteriormente. Las formas 2 se diferencian de las formas
1 por poseer una o dos prolongaciones basales cortas, y comparten
con las formas 1 el poseer soma ovalado y una larga prolongacién
apical que se ramifica lejos del soma. Las formas 3 se
diferencian de las 2 en poseer mas prolongaciones en el polo
basal y mds ramificaciones en la prolongacién apical (no siempre
dibujadas), y son formas ya con mucho parecido con las células
piramidales adultas. Por esto, en los dibujos hemos colocado
sucesivamente las formas 1, 2 y 3, y al final de esta secuencia
hemos puesto las formas 4, las mds irregulares y muy parecidas a
las formas mayoritarias de CA4. Ademds, el orden de las formas en
la secuencia también es de células con prolongacién apical
primaria mds larga a mds corta. Llamamos prolongacién apical
"primaria® al pedazo de esta prolongacién comprendido entre el
soma v el punto en el que empieza a bifurcarse, sefialado con
cabeza de flecha en I, CAl. También estudiamos la forma de los
somas Yy hemos encontrado que las formas 1 y 2 tienen somas c bien
ovalados, o en formas de pera, mientras que las formas 3 tienen
soma o en forma de pera, o triangular, o de forma intermedia
entre ambas. .

Durante 1la simple observacién de las rodajas PO0O-P2
adquirimos la idea de gque en general la prolongacidén apical de
las células de la capa de piramidales se ramifica progresivamente
mas cerca del soma a medida gue ibamos observando de CAl a CA4.
También observamos gue las células de scomas triangulares eran muy
escasas en CAl y su nimero aumentaba de CAl a CA3, aungque la
mayoria de somas parecian ser tipo ovalado, o en forma de pera en
todas las dreas. Los estudios cuantitativos, de la longitud de la
prolongacién apical desde el soma al punto de bifurcacién, y de
las formas de los somas, confirmaron nuestras primeras

observaciones, como veremos mas adelante.
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Durante el periodo P3-P5, las células con formas 3 de las
dreas CAl, CA2 y CA3 incrementan el nimero de prolongaciones del
polo basal y las ramificaciones de la prolongacién apical (no
dibujadas en toda su longitud en Fig. 18 I). En P5 se sigue
observando el gradiente de CAl a CA3 de células con el punto de
ramificacién de la prolongacién apical mas lejos del soma a
células con el punto de ramificacién mds cerca del soma. El
nimerc de células con soma triangular aumenta claramente en CA3.
Las formas 1 y 2 que se observan de forma mayoritaria en CAl
entre PO y P2 decrecen entre P2 y P5; en PS5 ya no se observan, y
tampoco se encuentran en CA2 y CA3, observdndose mayoritariamente
formas 3 y, en menor proporcién, formas 4. Por lo tanto, hay una
transformacién progresiva de formas 1 y 2 en formas 3. Estos
resultados confirmaron de nuevo que CAl va globalmente mas
retrasada en la diferenciacién que CA2 y ésta que CA3. Si se
comparan drea por drea las formas dibujadas en los estadios P2 y
P5, se comprueba que, a medida gue progresa la diferenciacién en
el tiempo, la bifurcacién de la dendrita apical estd mds préxima
al soma.

De P5 a Pl2 (Fig. 19) aumenta el nimero de
ramificaciones de la prolongacién apical ©primaria (no
documentado) y claramente se observa en Piz cémo la mayoria de
las células bifurcan esta prolongacién mucho mds cerca del soma
que en estadios precedentes; esto se comprueba comparando CAl de
P12 (Fig. 19) con CAl de P5 (Fig 18). El proceso de acercamiento
del punto de bifurcacién de la prolongacién apical al soma, a lo
largo del periodo de morfogénesis estudiado, se hace mas evidente
todavia cuando se compara CAl, CA2 y CA3 de PO-P2 con sus
respectivas dreas de Pl12. La misma comparacidén respecto a la
forma de los somas evidencia la transformacién de la mayoria de
los ovalados en triangulares. La comparacidén de las dreas CA4 en
los estadios estudiados evidencia que las células no experimentan

grandes transformaciones, que son muy polimérficas ya desde PO,
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Figura 18. Celulas de la capa de piramidales de una rodaja P5,

1, dibujos a camara licida de una muestra representativa de las fomi:!COntI'Eldas en cada drea del hipocampo, ordenadas desde mayor a menor distancia del punto de bifurcacién
de la prolongacién apical al soma (150x). N6tese el incremento en Umero de prolongaciones basales respecto a P2 (Fig. 17), que han desaparecido las formas 1y 2, y que
de CA1 a CA4 el punto de bifurcacin de la prolongacion apical esada vez mas proximo al soma. II, microfotograffas por contraste de fase, de campos de las diétintas
sreas, tomadas de diferentes rodajas (237x). Las flechas sefialan 1dntos de bifurcacion de la prolongacidn apical de alqunas células en las dreas CA1-CR4. El acercamiento
del punto de bifurcacidn al soma es evidente de CAl a CA4. S, st® moleculare; S, stratum pyramidale; S0, stratum oriens; GD, giro dentado.
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Figura 19.Células de la capa de piramidales dibujadas a cdmara licida, observadas en rodajas P9 y P12. Obsérvese el acercamiento del punto de bifurcacidn de la prolongacion apical al soma,
en CAl y CA2 de P9 a P12. 150x.



Y que por lo tanto su morfogénesis ocurre principalmente durante
el periodo prenatal.

Puesto que en cada estadio se observa una mezcla de
células gue bifurcan 1la prolongacién apical a distancias
variables del soma, quisimos hacer un estudio que de manera
objetiva cuantificase el proceso de acercamiento del punto de
bifurcacién al soma, puesto que cabia la posibilidad de que
estuviésemos haciendo una apreciacién subjetiva. Se dibujaron al
azar 30 células de cada drea del hipocampo observadas en rodajas
semidisgregadas, en todos los estadios de P1 a 12, y se midié la
distancia desde el soma al punto de bifurcacién de 1la
prolongacién apical. Se utilizaron al menog tres animales por
estadio. La longitud mayor obtenida es de 310 um, y la menor es
de 0 um, correspondiente a 1las células que carecen de
preolongacién apical, como ocurre con la mayoria de las células
llamadas complejas del &rea CA4.

Para la representacién de los resultados, hicimos
cuatro grupos de células: A, con longitudes de prolongacidn
apical primaria de mas de 155 um (prolongaciones muy largas); B,
entre 93 y 155 um (prolongaciones largas); C, entre 31 y 93 unm
(prolongaciones intermedias); y D, entre 0 y 31 um
(prolongaciones cortas). La representacidn de los resultados en
nimero de células de cada grupo, por estadio y por &rea, se
muestra en la Fig. 20. En CAl hay inicialmente (P0-P1l) un nimero
considerable de células con prolongacién apical primaria muy
larga (fila A correspondiente), que decrece de P2 a P9, y en P10
no hay células de esa longitud. Las células en el intervalo de
prolongaciones largas (fila B) también decrece de PO a P12,
quedando reducidas entonces a un numero muy pequefio. Las células
en el intervalo de prolongaciones intermedias (fila C) aumentan
hasta P7 y después disminuyen ligeramente. Las células en el
intervalo de prolongaciones cortas (fila D) aumentan

continuamente de P1 a P12. El andlisis conjunto de todos los
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Figura 20. Estudio cuantitativo en rodajas semidisqregadas del proceso de acercamiento del punto de
bifurcacién de la prolongacién apical al soma, a lo largo del desarrollo, por dreas. En ordenadas nmimero de
células con el punto de bifurcacién a distintas distancias del soma (intervalos de longitud A-D en ym). En
abcisas, estadfo. Las tablas debajo de cada grafica muestran el nimero de células, representadas en las
barras, para cada intervalo.
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intervalos en cada estadio (andlisis de la tabla correspondiente
por columnas), indica gue hasta P2 las células con prolongacién
muy larga y larga son mayoria, coincidiendo estos resultados con
los obtenidos por observacién simple de las rodajas. En P3 hay
mds o menos igual numero de células en los cuatro intervalos. A
partir de P4 las células con prolongacién intermedia y corta son
mayoria, de forma que en P12 no quedan células con prolongaciones
largas (2 frente a 28). Por 1lo tanto, es evidente la
transformacién de las formas con prolongacién apical primaria muy
larga y larga, en formas con prolongacién intermedia y corta.

Los resultados en CA2 son muy parecidos a los de CA3.
Las formas con prolongaciones muy largas y largas son minoria
frente a las de prolongaciones intermedias y cortas desde P1,
inversamente a lo que sucede en CAl. El numero de células en el
intervalo de longitud intermedia desciende a lo largo del periodo
de morfogénesis y el nimero de las del intervalo de longitud
pequena incrementa, indicando ésto 1la transformacién de las
primeras en las segundas.

Los resultados de CA4 indican gue desde Pl, la inmensa
mayoria de las formas tienen prolongacién corta; hay un numero
muy reducido con prolongacién intermedia y no hay ningﬁna de los
intervalos de longitudes largas. Finalmente, un andlisis conjunto
de todas las dreas indica que en los estadios jévenes (P0-P3) las
células con prolongacidén larga y muy larga son mayoritarias en
CAl, las de prolongaciones intermedias son mayoritarias en CA2 y
CA3, y las de prolongaciones cortas lo son en CA4, quedandoc asi
demostrado numéricamente el gradiente espacial de células con
mayor longitud de prolongacién apical a menor longitud, de CAl a
CA4, el cual evidencian las rodajas semidisgregadas.

Anteriormente presentamos una muestra de células
obtenidas por disgregacién completa en cada estadio (Fig. 16).
Después del estudio de la morfogénesis en rodajas nos preguntamos

si midiendo la longitud de la prolongacién apical principal en la
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poblacién total de células disgregadas en cada estadio,
obtendriamos resultados comparables a los obtenidos analizando
las medidas de la poblacién conjunta de todas las dreas de cada
estadio en rodajas semidisgregadas. Pensamos gque, si los
resultados fueran comparables, no sélo darian fiabilidad a
nuestro estudio en rodajas, sino que ademds indicarian que la
proteasa disgrega todas las células piramidales en proceso de
diferenciacién en proporciones similares.

Se eligieron al azar 55-60 células por estadio del
desarrollo obtenidas en disgregaciones éptimas, utilizando al
menos cuatro animales distintos. Se midieron las longitudes sobre
dibujos a cdmara lucida, y se consideraron los mismos intervalos
de longitud decididos para el estudio en rodajas. Las células con
mds de 155 um de longitud entre el soma y la bifurcacién de la
prolongacién principal (la mayor encontrada fue de 310 um)
constituyen el grupo A, de manera andloga a como hicimos para
rodajas; las células con longitudes entre 93 y 155 um
(prolongaciones largas), el grupo B; las de longitudes entre 31
y 93 (prolongaciones intermedias), el grupo C, y las de 0 a 31
(prolongaciones cortas), el grupo D. Los resultados los mostramos
en la Fig. 21A. El agrupamiento de las medidas de las células de
todas las dreas del hipocampoe obtenidas en rodajas
semidisgregadas (Fig. 20) en cada estadic lo mostramos en la Fig.
21B. La comparacién, en términos relativos, de los datos de ambas
figuras, indica que en ambas: 1) decrece progresivamente a 1lo
largo del desarrollo el nimero de células con prolongacién apical
primaria muy larga (fila A), desde los primeros estadios
postnatales hasta P10, estadio en el gque desaparecen; 2) decrece
del mismo modo el numero de células con prolongacién larga (fila
B), de las gue también hay un nmimero muy reducido a P10; 3)
aumenta gradualmente a lo largo del desarrollo el numero de
células con prolongacién muy pequefia (fila D). Sin embargo, el

grupo de células C, con longitudes de prolongacién apical

76



36 -

A S 30

£

:" 16

e 10

E s

=z -
PT
A (>156) 3
B {93-165) 4
C (31-93) (21 |6 21
D (0-31 |13 |19 31

Estadio en-dlas postnatales

I A (>155) B (938-185) C (31-89) D (0-31)

@

14 1 t (. 3 311

Nimero ds células

i

A (>166)
B (93-166)

C (31-93) W7
D {0-31) Eo

0
s
6
0

Bl A (>158) B (83-155) C (31-93) D {0-31)

Fiqura 21. A, estudio cuantitativo en células disqregadas del proceso de acercamiento del punto de
bifurcacién de la prolongacién apical al soma, a lo largo del desarrollo. En ordenadas, nimerp de células
con el punto de bifurcacién a distintas distancias del soma (intervalos de longitud A-D, en pm). En abcisas,
estadio. B, representacién conjunta de las longitudes de la prolongacién apical primaria de las células de
todas las dreas, representadas individualmente en la Pig. 20, para comparacién con A.
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intermedias, aumenta en los resultados de disgregacién, y se
mantiene mdas o menos en los de rodajas. El nuimero de células del

grupce D respecto al total de células en cada estadioc es la
mitad en los disgregados que en el andlisis conjunto de las
rodajas. Para estas "aparentes" discrepancias, sin repercusién
para la interpretacién de nuestros resultados, ofrecemos una
explicacién metodoldgica en el apartado de discusién.

El estudio cuantitativo del nimero de ¢élulas con somas
de las diferentes formas encontradas en los distintos estadios,
en disgregados y en rodajas semidisgregadas (Fig. 22), nos ha
dado resultados muy similares con ambas técnicas, y demuestra
numéricamente la transformacién de las células con somas ovalados
o piriformes en células de soma triangular. En las rodajas (Fig.
22A), el numero de somas triangulares en CAl incrementa
considerablemente a partir de P8 y en CA2 a partir de P7; en CA3
el incremento es gradual a lo largo de todo el desarrollo
postnatal y ya desde P2. Por lo tanto, estos resultados confirman
el gradiente espacial de diferenciacién de los somas de CA3 a CAl
encontrado por simple observacién de las rodajas. Ademas,
evidencian una diferenciacién gradual de 1los somas de 1a
poblacién de CA3, y mds abrupta en CA2 de P7 a P12, y en CAl de
P9 a P12.

En disgregados (Fig. 22 B), los resultados evidencian
también 1la transformacidén de somas ovalados y piriformes en
triangulares, y muestran una transformacioén global gradual de los
somas a partir de P2, a lo largo del desarrollo postnatal. Por lo
tanto, estos resultados simulan mds lo gque ocurre en CA3 que en

CA2 © CAl, lo cual nos parece légico, puesto que e]l Area CA3
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Fiqura 22. Estudio cuantitativo a lo largo del desarrollo del proceso de transformacién de las células con
somas ovalados en somas trianqulares. A, estudio en rodajas semidisqregadas. B, estudio en disgregados. En
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durante la mayor parte del desarrollo, es superior en longitud a
CAl y CA2 y, también se observa en la grdfica que es CA3 la que
mds contribuye al "pool" general de somas triangulares. Pensamos
gue esta similitud de resultados obtenida en las rodajas y en
disgregaciones completas dan fiabilidad a nuestro estudio y al
método de disgregacién mismo.

En resumen, la morfogénesis de la poblacién de células
piramidales del drea CA4 ocurre mayoritariamente en el periodo
prenatal. La mayoria de las células de las Areas CAl, CA2 y CA3
experimentan la morfogénesis postnatalmente, entre PO y P12. La
morfogénesis no ocurre de forma sincrénica en estas dreas, sino
gque en CA3 ocurre globalmente antes que en CA2 y en ésta antes
que en CAl, y por ésto se observa un gradiente de células mas
diferenciadas (morfolégicamente mas parecidas a las piramidales
adultas) a menos diferenciadas, de CA3 a CAl. Del estudio de las
formas a 1o largo del periodo de morfogénesis, hemos deducido la
secuencia de formas que adopta cada célula piramidal para
transformar su forma bipolar simple, adoptada inmediatamente
después de abandonar el ciclo celular, en la forma compleija
adulta (Fig. 23). La célula piramidal empieza a ramificar el
extremo distal de la larga prolongacién apical antes de emitir
prolongacion basal alguna; después continda ramificando la
prolongacidén apical, desde el extremo distal a 1la porcidn
proximal, a la vez que va emitiendo cada vez mds prolongaciones
basales. Hemos demostrado que la ramificacién de la prolongacidn
apical progresa de distal a proximal, midiendo la longitud de
esta prolongacién desde el soma al punto de bifurcacén en una
poblacién de células representativa de cada drea, a lo largc de
todo el periodo de morfogénesis. Finalmente, la mayoria de las
células adoptan somas triangulares, y lo hacen cuandco ya han
ramificado considerablemente 1la prolongacién apical y han
emitido varias prolongaciones basales. Mientras en la poblacién

de CA3 el numero de células gque adoptan soma triangular es mds o

80



menos el mismo en cada estadio, en CA2 hay un mayor numero de
células que adoptan soma triangular entre P7 y P12, y en CAl ésto

sucede mas tarde, entre P9 y Pl2.

Fiqura 23. Esquepa que muestra la secuencia de morfogénesis de las células piramidales. a, forma adoptada
inmediatamente después de abandonar el ciclo celular; b y c, formas transitorias; d y e, formas
diferenciadas.

5.4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ADN DE LAS CELULAS
PIRAMIDALES

5.4.1. Condiciones 6ptimas para la determinacién del
contenido de ADN

Al ser la primera vez que se hace un estudio del
contenido de ADN de células piramidales disgregadas, tuvimos que
establecer 1las condiciones 6ptimas de hidrdélisis. Para ello
realizamos curvas de hidrélisis a 19 +*1°C y a 22+1°C, a los tres
tipos de extensiones que usamos (células piramidales P11 con las
células control). Elegimos esas temperaturas porque la
experiencia previa obtenida en nuestro laboratorio, estudiando el

contenido en ADN de las células de la retina de pollo, indica que
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a 19°C se obtiene una meseta de valores maximos de ADN, mientras
que a 22°C se obtiene sélo un pico de valores mdximos, en ambos
casos, el tiempo de hidrélisis puede no corresponder al tiempo de
hidrélisis del valor maximo de ADN en las distintas poblaciones
de células a estudiar. Ejemplos de células piramidales y de glia

a las que medimos su contenido en ADN se muestran en la Fig. 24.

Figura 24. Ejemplos de células piramidales del hipocampo de rata P11, disgregadas y tefidas por el método
de Feulgen, a las que se nidié su contenido en ADN. a-c, microfotografias tomadas por contraste de fases de
células piramidales con soma ovalado (a) y triangular (b y c¢). d-f, microfotografias tomadas por luz
transnitida cerrando el diafragma de condensador lo suficiente para ver la silueta de la célula (modo de
identificacién en el citofotémetro, previo a la medicién), d, célula piramidal ovalada; e, piramidal
trianqular, la misma que en b; f, campo de varias células piramidales (flechas). Las microfotografias g y
h muestran células de glia del hipocampo en contraste de fases. 525x.
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Obsérvese que la identificacién de 1las células
piramidales es inequivoca, y que la forma de las células fijadas
con etanol-acético es bdsicamente la misma que la de las células
"in vivo" mostradas en el apartado de morfogénesis, aunque es
obvic que el fijador altera en cierto grado su forma. Se midid
cualquier célula piramidal que apareciese en el campo 6ptico al
recorrer el porta con una sistemdtica establecida, y se anotd el
tipo de soma, ovalado o triangular.

Las curvas de hidrdélisis correspondientes a células
piramidales y eritrocitos de pollo, a 19+1°C, se muestran en la

Fig.25.
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Fiqura 25. Curvas de hidrélisis obtenidas utilizando HCI 5N, a 19t1'C. Representacién del contenido de ADN
en UA (unidades arbitrarias) respecto al tiempo de hidrélisis. Cada punto de la qréfica de eritrocitos
representa la media de un minimo de 40 micleos; en la qréfica de piramidales cada punte es la media de un
niniuo de 45 nicleos.

Los eritrocitos presentan el valor maximo de ADN a los
25 minutos y una meseta de valores muy préximos al médximo entre

los 30 y los 40 minutos, mientras que las células piramidales
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tienen el'maximo a los 60 minutos y valores muy préximos a éste
entre los 45 y los 90 minutos. Al no coincidir el tiempo en el
que se obtiene el valor mdximo de ADN en ambas poblaciones,
decidimos no utilizar 1los eritrocitos de pollo como células
control en nuestro estudio. Sin embargo, mds adelante
compararemos 1los valores médximos obtenidos en 1la curva de
eritrocitos de pollo con los valores maximos de la curva de
leucocitos de rata (obtenidos en las extensiones de eritrocitos
mads leucocitos mds células piramidales) para analizar 1la
fiabilidad de nuestro estudio.

Las curvas correspondientes a las extensiones de
leucocitos mds células piramidales a 19+1°C (Fig. 26), muestran
que los leucocitos tienen un valor maximo a los 90 minutos gue
coincide con el punto medio de una meseta de valores mdximos
para 1las células piramidales, obtenido entre los 60 y 120
minutos. Por lo tanto, consideramos 90 minutos como tiempo 6ptimo
de hidrélisis. En estas mismas extensiones medimos el contenido
de ADN de las células de glia (como las mostradas en la Fig. 24),
cuya curva se superpone con la de leucocitos en la Fig. 27, para
mostrar el alto grado de coincidencia. Por lo tanto, las células
de glia también pueden ser utilizadas como células control.

También hicimos un primer andlisis comparativo de los
valores médximos de ADN entre las células control, la poblacidn
total de células piramidales y las subpoblaciones de piramidales
triangulares y ovaladas, que mostramos en la Tabla IV.
Encontramos que el contenido medio de la poblacién de células
piramidales ovaladas es muy similar al de las células control.
Sin embargo, la poblacién de piramidales triangulares tiene un
contenido medio 6 UA por encima del de las células control. La
poblacién total de células piramidales estd sélo 3UA por encima
de las control. Por lo tanto, en este andlisis ya vimos ue una
subpoblacién de las células piramidales supera en contenido de

ADN a las células control 2C.
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Figura 26. Curvas de hidrélisis obtenidas utilizando HCL 5N, a 19t1°C. Representacion del contenido de ADN
en UA (unidades arbitrarias) respecto al tiempo de hidrélisis. Cada punto de la grdfica de leucocitos
representa la media de un minimo de 35 micleos, y en la de piramidales cada punto es la media de un minimo
de 45 nicleos.
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Fiqura 27. Curvas de hidrélisis obtenidas utilizando HC1 SN, a 19t1°C. Representacién del contenido de ADN
en UA (unidades arbitrarias) respecto al tiempo de hidrélisis.
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Tipo Celular X E.S.M. n Hidrdélisis

Leucocitos 19,344 0,23 35 90 min
Piramidales Totales 22,331 0,70 45 90 min
Piramidales Triangulares 25,547 0,60 24 90 min
Piramidales Ovaladas 18,656 0,78 21 90 min

Tabla IV, Contenido de ADN de los distintos tipos celulares a tiempo 6ptime de hidrélisis (90 minutos). ¥,
nedia del contenido de ADN de cada tipo de células; E.S.M., error standard de la media; n, nimero de células
pedidas en cada punto.

5.4.2. Determinacién del contenido de ADN

El estudic del contenido de ADN en la poblacidén total
de células piramidales en las condiciones O6ptimas obtenidas
anteriormente (HC1l 5N, 90 minutos de hidrélisis y 19*#1°C), ha
dado como resultado (Fig. 28) que tienen un contenido medio
correspondiente a 2,31C ; por lo tanto, ligeramente superior al
contenido 2¢C de leucocitos (control externo) y células de glia
(control interno). El andlisis por separado de las piramidales
triangulares y las ovaladas indica que éstas tienen un valor
1,93C, mientras que las triangulares tienen 2,64C. Tomando como
referencia 6,7pg de contenido medio de ADN de los leucocitos, el
contenido medio de ADN por célula de la poblacidn de piramidales
totales es 7,7pg.

En la Fig. 28, el histograma relativo a las piramidales
totales muestra un amplioc rango de valores de ADN; una parte de
la poblacidén tiene valores dentro del rango de las células
control, en tanto que otra parte se aleja de los valores control

hacia contenidos de ADN mayores, presentando algunas células (7%)
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valores muy préximos al doble del de las células control.
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Piqura 28. Contenido de ADN por nicleo, de leucocitos (control), piramidales totales, piramidales
trianqulares y piramidales redondas. Estos resultados corresponden a uma sola de las preparaciones
utilizadas: 90 minutos de hidrélisis con HCl 5N, a 19t1°C. Reactive de Schiff durante 2,5 horas. m, nimero
de células leidas; x, media del contenido de ADN de cada poblacién; E.S.M., error standard de la media. Los
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Los histogramas correspondientes a las subpoblaciones
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de piramidales friangulares y ovaladas de 1la poblacién de
piramidales totales anteriormente referida, muestran que las
triangulares son las que tienen valores de ADN mayores que las
células control, mientras gue las piramidales ovaladas presentan
valores similares a los de 1los leucocitos. Analizando el
porcentaje de células con valores superiores al méximo de las
células control, se obtiene un 58% en la poblacién total de
piramidales, un 92% en la de triangulares y un 19% en la de
ovaladas. Comparando estadisticamente estas poblaciones celulares
mediante el test de la =~t- de Student, se obtiene que hay
diferencia significativa (p<0,05) entre las células piramidales
de soma triangular y los leucocitos, y no hay diferencia (p>0,05)
entre las células piramidales de soma ovalado y los leucocitos.
Por otra parte, la diferencia entre las células piramidales
triangulares y las ovaladas es significativa (p<0,05), y entre
los 1leucocitos y las células de glia (no mostradas), la
diferencia no es significativa (p>0,05). Resultados similares se
obtuvieron en un total de 5 experimentos correspondientes a
diferentes ratas en las mismas condiciones.

Numerosos trabajos (Decosse y Aiello, 1966; Fox, 1969;
Mayall, 196%; Kjellstrand, 1977, 1980; Mares y Van der Ploegq,
1980; Navarrete y col., 1983; Rasch, 1985) recomiendan que se
realice la hidrélisis a temperatura ambiente (considerada entre
19 y 28°C) e indican que variaciones a la alta en la temperatura
pueden incrementar considerablemente la velocidad de la reaccién.
Variaciones de +5°C son suficientes para duplicar la velocidad de
la reaccién (Kjellstrand, 1977). Por ésto, decidimos conocer si
a 22*1°C (valor superior del rango de temperatura ambiente)
obtendriamos alguna variacién en la curva de hidrélisis, vy
realizamos una curva a esta temperatura. Dado gue al aumentar la
temperatura aumenta la velocidad de la reaccidn de hidrélisis,
esperdbamos obtener la mdxima lectura de ADN a tiempo menor que

el de la curva de hidrélisis a 19°C, es decir, por debajo de 90
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minutos. Los resultados (Fig. 29) indican gue la lectura mdxima
de ADN se obtiene a los 15 minutos en ambas poblaciones,
leucocitos y células piramidales. La hidrélisis se completa

prdcticamente a los 60 minutos también en ambas poblaciones.
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Fiqura 29. Curvas de hidr6lisis obtenidas utilizando HCL SN, a 22t1°C. Representacién del contenido de ADN
en UA (unidades arbitrarias) respecto al tiempo de hidrélisis. Cada punto de la grifica de leucocitos
representa la media de un minimo de 35 ndcleos; en la grafica de piramidales totales cada punto es la media
de un ninino de 45 nicleos.

El estudio del contenido de ADN hidrolizando 15 minutos
con ClH 5N a 22°C, nos dié resultados similares a los obtenidos
a 19°C. La poblacién de células piramidales totales (ovaladas y
triangulares) tiene un valor de contenido medioc de ADN de 2,48C
(Fig. 30), siendo las piramidales triangulares 2,68C y 1las
piramidales ovaladas las mds prdximas a 2C (2,27C). El contenido
medio de ADN por célula, en picogramos, de la poblacién de
piramidales totales es 8,3, valor superior al obtenido a 19+1°C

(7,7 picogramos).
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Fiqura 30. Contenido de ADN por micleo, de leucocitos, piramidales totales, piramidales trianqulares y
piramidales redondas. Los histogramas se corresponden a una sola de las preparaciones obtenidas tras 15
pinutos de hidrélisis con HCl SN, a 2241°C. Reactivo de Schiff durante 2,5 horas. m, nimero de células
leidas; x, media del contenido de ADN de cada poblacién; E.S.M., error standard de la media. control.

Los histogramas de la Fig. 30 tienen formas similares
a los correspondientes de la Fig. 28, presentando el de la

poblacién de piramidales totales y también el de las piramidales
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triangularés una pegquefia poblacién que se separa del histograma,
con valores practicamente el doble del valor medio de las células
control. El1 contenido medic de las células piramidales totales
(18,78) supera al de los leucocitos (15,14) en 3,6 unidades, esta
diferencia es practicamente la misma que la obtenida a 19°C (Fig.
28). La diferencia entre leucocitos y piramidales triangulares es
también la misma que a 19°C. Sin embargo, el andlisis estadistico
da diferencia significativa entre las piramidales ovaladas y los
leucocitos.

En resumen: hemos medido por primera vez el contenido
de ADN de las células piramidales del hipocampo aisladas. Hemos
utilizado leucocitos como células de referencia y hemos
determinado experimentalmente las condiciones ¢ptimas de
hidrélisis, que resultaron ser 90 minutos a temperatura de 19°C
y 15 minutos a 22°C. Los resultados muestran, en ambas
condiciones, una pequefa poblacién (7%) de ©piramidales
triangulares con contenido préacticamente doble del de las células
control, es decir 4C. El contenido medio de ADN en la poblacidn
total de triangulares corresponde a 2,6C y el de las ovaladas es

muy préximo a 2C.
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6. DISCUSION
6.1. METODO DE DISGREGACION

Es bien conocido que 1los diversos métodos de
aislamiento de células nerviosas descritos, son en su mayoria muy
complejos, laboriosos y no del todo eficaces (Althaus y Neuhoff,
1982 y Schaffer y Schnaar, 1983; Kay y Wong, 1986).

Waymouth (1974), realizdé una revisidn de las diversas
técnicas o métodos de disgregacién utilizados tanto para aislar
células del SNC como de otros tejidos. Con la premisa de que
cualquier método de disociacién, sea mecdnico o enzimdtico,
produce dafo celular, concluyé que unos métodos resultan menos
traumdticos que otros. El tratamiento bien controlado con enzimas
y/0 agentes quelantes de Ca** y Mg**, o la simple variacidén del pH,
o de la osmolaridad, puéden ser menos traumdticos que los métodos
mecdnicos, 1los cuales incluyen, entre' otros tratamientos,
estrujar el tejide. Ademds concluyé que sea cual sea la enzima
empleada (tripsina, colagenasa, elastasa, pronasa, etc), las
mejores disociaciones se obtienen empleando complejos
multienzimdticos contenidos en los preparados crudos de enzimas,
Y no con las enzimas purificadas.

Las enzimas utilizadas para disgregar el hipocampo
embrionario rompen las prolongaciones y, por lo tanto, las
células piramidales de la suspensién celular resultante son todas
mds © menos redondeadas, sin prolongacidén alguna (Banker y Cowan,
1979). La enzima mds utilizada es, sin duda, la tripsina (Banker
y Cowan, 1977 y 1979; Banker, 1980; Bartlett y Banker, 1984a y
1984b; Wallicke y col., 1986; Dotti y col., 1988; Mattson y col.,
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1988; Goslin y Baﬁker, 1989; Baas y col., 1989; Dotti y Simons,
1990; Mattson y col., 1990; Fischer y Romano-Clarke, 1991;
Campagne y col., 1992, entre otros); aunque también se han
empleado otras, como la papaina (Fiszman y col., 1990; Enokido y
Hatanaka, 1993; Eshlar y col., 1993), la colagenasa y pronasa, ©
la colagenasa Yy dispasa (Pennypacker y col., 1991). Las células
mutiladas son empleadas para la realizacidn de cultivos, usados
ampliamente para estudiar la diferenciacién de 1las células
piramidales. "In vitro" se ha estudiado principalmente la
aparicién de la polaridad celular y la morfogénesis, asi como
algunos mecanismos moleculares que podrian estar implicados en
estos procesos (citas anteriores). Sin pretender cuestionar los
resultados de los experimentos "in vitro", ya anticipamos que
nuestros resultados sobre morfogénesis evidencian gque la
morfogénesis "in vitro" no simula en absoluto el procesoc "“in
vivo", y que por lo tanto seria necesario mejorar el sistema "in
vitro" para poder estudiar los procesos moleculares de 1la
morfogénesis de manera mds aproximada a lo que ocurre "in vivo".
En buena l6gica, el cultive de células piramidales simularia
mejor el proceso de diferenciacién "in vivo" si se sembraran
células menos darfadas. Nuestro método de disgregacién es mucho
menos traumdtico que los actualmente utilizados, pues disocia las
células embrionarias con un grado de integridad muy superior a
los métodos empleados, y podria contribuir a mejorar el sistema
de cultivo de neuronas piramidales. Nuestro grupo estd ya, de
hecho, empehado en conseguirlo.

El método de disociacién utilizado en nuestro trabajo
es enzimdtico y mecanico, y se diferencia de los actualmente
utilizados en que 1) empleamos una proteasa nueva, que es un
complejo multienzimdtico de mayor actividad proteolitica gque las
proteasas conocidas, y por ésto usamos una concentracién 50-200
veces menor; 2) la relacién masa de tejido/volumen de disociacién

es mayor que la utilizada en los métodos corrientes; 3) el pH de
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la solucidén de incubacién es 6,2 y se mantiene estable en
nuestras condiciones sin necesidad de tamponar el medio
(resultados no incluidos en este trabajo de tesis), mientras que
los otros métodos utilizan un pH de 7,2-7,4; 4) la temperatura
(33°C) es menor que la generalmente usada para disgregar tejido
embrionario (37°C) (Prada y col., 1991); 5) la ayuda mecdnica es
mucho menos traumdatica que en otros métodos.

Es obvio que la proteasa FYSE preserva la membrana
plasmdtica de las células piramidales en diferenciacién y que,
por lo tanto, podria actuar a modo de tijera, digeriendo
especificamente alguna/s proteina/s de la matriz extracelular.
Nuestros experimentos (Tabla I) indican gue la concentracién
éptima de proteasa varia con el estadio, aumentando a medida que
éste aumenta. E1 aumento de la concentracién de proteasa podria
ser debido precisamente a aumento en la concentracién de cierta/s
molécula/s de la matriz extracelular que especificamente fuesen
digeridas por la proteasa. En esta hipétesis trabajamos
actualmente; aungue hay otras explicaciones posibles para el
aumento de concentracién de proteasa, como por ejemplo el aumento
de superficie de membrana a separar. Las células incrementan sus
prolongaciones a medida gque avanza el desarrollo, y hay
produccioén celular en el giro dentado (incrementa el nimero de
células), todo 1lo cual explica un aumento de superficie de
membrana. La Tabla I indica que a P7 se necesita mucha mé&s
proteasa que a P6, y sin embargo no se aprecia en estos estadios
un incremento brusco de la complejidad de las células que suponga
un gran aumento de superficie de membrana, y que pudiera explicar
ese incremento de concentracién de proteasa. Estos resultados,
junto con otras evidencias obtenidas disgregando otros tejidos
nerviosos, como es la retina (Prada y col., 1991) o el cerebelo
(Vigara, 1992, tesis doctoral) nos inclinan hacia la hipétesis de
que la concentracién de proteasa aumenta en funcién de 1la

concentracidén de la/s molécula/s que especificamente digiere.
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Es preciso hacer hincapié en que el grado de integridad
morfoldégica no es el mismo de PO a Pll., las células salen mas
completas entre PO y P8 que a partir de este estadio, como puede
apreciarse en la Fig. 13. A partir de Pll las disociaciones
empeoran aungue aumentemos o disminuyamos la concentracién de
proteasa.

En nuestras disociaciones déptimas, el porcentaje de
células piramidales que hemos llamado bien preservadas oscila
entre el 60-77% (segun el estadio) de las piramidales obtenidas.
La viabilidad celular es muy alta (92-98%) y el numero de
piramidales por hipocampo de P7 (120.000) supone un 25% del total
de piramidales (320.000 por hipocampo de rata adulta segun
Schlessinger, 1978). Ningun otro método de disociacién extrae las
células piramidales del hipocampo de rata con semejante grado de
integridad, viabilidad y eficacia, en animales jévenes. En ratas
adulta, sin embargo, los métodos empleados por Kay y Wong
(1986), Kaneda y col. (1988) y Chad y col. (1991) permiten
obtener células piramidales utiles para estudiar la fisiologia de
su membrana. El método de Kay y Wong podria ser comparable en
eficacia al nuestro, puesto que obtiene un 10-20%. de células de
Cal (aproximadamente 1200i450/hipocampo){ pero este método no
disocia el hipocampo de animales jévenes.

Nuestro método de disgregacidén permite obtener otras
células, no piramidales, del hipocampo y giro dentado. Tiempos
cortos de incubacién con la proteasa (5-10 minutos), proporcionan
una poblacidn prédcticamente pura de células de glia del hipocampo
y algunas células de los strata mas externos. Tiempos superiores
(10-15 minutos) permiten obtener un alto numero de células
granulares del giro dentado. Tiempos de 20 minutos de incubacién
y superiores, muestran una mezcla de todos los tipos celulares,
incluidas las piramidales, en alta proporcidén. Estos resultados
abren la posibilidad de purificar las diferentes poblaciones

celulares del hipocampo con fines bioquimicos. Por otra parte, la
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utilidad de las células asi disgregadas para el estudioc a nivel
celular y molecular de la diferenciacidén del hipocampo, es un
campo de investigacién que este trabajo de tesis deja abierto.
Similar aplicacidén ha sido ya demostrada por nuestro grupo en
investigaciones sobre la neurogénesis y diferenciacién de la

retina (Prada y col., 1991; Prada y col., 1994).
6.2. SEMIDISGREGACION DE RODAJAS

Rodajas frescas de tejido del SNC se utilizan
ampliamente para estudios de electrofisiologia (Skrede vy
Westgaard, 1971; Schwartzkroin, 1981; Bilkey y Schwartzkroin,
1990; Roberts y col., 1990; Kolodziejezyk y col., 1990; Lin,
1990; Eisemman, 1991, por citar algunos).

Con la misma proteasa utilizada para la disgregacién
completa del hipocampo hemos demostrado gue se pueden
semidisgregar rodajas de tejido fresco, de manera que las células
piramidales no guedan totalmente dispersas, sino separadas de
forma laxa, sin perder sus formas y posiciones relativas. Esto se
ha conseguido, como hemos visto, realizando rodajas lo mds finas
posible (50-100 um) por el mismo procedimiento empleado para
estudios de electrofisiologia, e incubando a continuacién durante
un tiempo muy corto en solucidén de proteasa a concentracién igual
o mds alta que la utilizada para disgregar completamente el
hipocampo. La preparacién de rodajas semidisgregadas no tiene
precedente.

De acuerdo con el punto de vista de Jacobson (1993),
las neuronas no funcionan hi se desarrollan aisladamente, sino
agrupadas en nicleos o capas. Por lo tanto, siendo muy importante
el estudio de la morfogénesis de una célula, lo es ain nds el
estudio de la morfogénesis del conjunto de células que forman una
capa o nicleo. Las rodajas semidisgregadas ofrecen la posibilidad

de observar cientos de células, y por lo tanto se puede estudiar
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la morfogénesis de las células individualmente y en su conjunto
como una poblacién. Esto es precisamente lo que hemos hecho en el
presente trabajo de tesis, estudiar la morfogénesis de cada
célula piramidal y del conjunto de células piramidales, en cada
drea del hipocampo. Asi hemos obtenido el patrén espacial de
morfogénesis.

La obtencién de rodajas puede realizarse bien por corte
manual, por vibratomo, o mediante "“chopper". El grosor de las
secciones es muy importante para la observacién con nitidez de
las células semidisgregadas, resultando especialmente dificil
realizar manualmente secciones de grosor regular Y
suficientemente finas (rodajas de mds de 150 um no permiten
obtener imdgenes claras). Determinados autores (Alger y col.,
1984}, opinan que las rodajas realizadas mediante "chopper"
tienen el incoveniente de la compresién del tejido al incidir la
cuchilla sobre el mismo. La compresién del tejido no tiene un
efecto detectable a nivel nmnicroscépico en las rodajas
semidisgregadas. Tampoco ha resultado ser un problema importante
para los numerosos electrofisidélogos que han hecho las rodajas de
este modo. Kaneda y col. (1988) indican haber conseguido mejores
resultados (menos necrosis celular) en las disgregaciones de
hipocampo adulto cortado manualmente que en las de tejido cortado
con "chopper"., Nosotros no hemos encontrado diferencias
sustanciales en las rodajas semidisgregadas utilizando uno u otro
procedimiento. Sin embargo, pensamos que la obtencién de rodajas
mediante "chopper" enlentece el proceso de disgregacién, lo cual
puede aumentar la muerte celular: pero, por otro lado, las
rodajas se obtienen de grosor mds fino y uniforme utilizando
"chopper", lo cual permite la penetracién mas rapida de 1la
proteasa y resultados mds uniformes.

El estudio de las formas mediante rodajas
semidisgregadas tiene ventajas respecto a la utilizacién de otro

método cldsico ampliamente utilizado, el de Golgi, puesto que: 1)
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se puede cbservar un mayor numeroc de células (el método de Golgi
tifie de forma aleatoria un 10% aproximadamente de células); 2) el
proceso de preparacién es mucho mds rdpido (1/2 hora en total,
respecto a dias e incluso meses gue se tarda en hacer una tincién
de Golgi, cuando hay éxito). La principal desventaja es que es
una preparacioén fresca, que sélo es util durante 3-4 horas. Por
otra parte, el método de Golgi tifie mal el SNC embrionario de la
rata en los estadios mas jévenes, motivo por el cual, pensamos,
no se ha estudiado en detalle la morfogénesis inicial de muchas
neuronas. Nuestro estudio de morfogénesis de las células
piramidales mediante rodajas semidisgregadas, muestra una
informacién poblacional dificilmente obtenida a base de tinciones
de Golgi. Las rodajas semidisgregadas podrian tener otras muchas
aplicaciones en neurobiologia, a nivel celular y molecular. El
estudio de distribucién de moléculas por métodos
inmunohistoquimicos o radiactivos es una de ellas, sobre la que

nuestro grupo tiene ya resultados preliminares.

6.3. PATRON ESPACIAL Y TEMPORAL DE MORFOGENESIS DE LAS
CELULAS PIRAMIDALES

El estudio de la estructura y desarrollo del hipocampo,
ha pasado por sucesivas etapas marcadas por el desarrcllo de
diferentes técnicas experimentales. En un principio, con el
empleo de tinciones histoldgicas, se inicié el estudio de la
organizacién del hipocampo y de las restantes estructuras gue
integran la formacién hipocampal y de su estratificacidén
(Meynert, 1871; Krause, 1876; Giacomini, 1883; Toldt y Kahler,
1888; Duval, 1894; Koélliker, 1896; citados por Ramén y Cajal,
1909~1911 y Lorente de N&é, 1934). Esta etapa culmina con los
trabajos de Ramén y Cajal (1909-1911), quien usando la técnica de

Golgi, estudidé los tipos celulares existentes en los distintos
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estratos o capas del hipocampo y giro dentado.

A partir de los afios 60, el descubrimiento de dos
nuevas técnicas de experimentacién, la autorradiografia y la
microscopia electrénica, permitié estudiar la neurogénesis vy
examinar la ultraestructura del hipocampo. La autorradiografia ha
permitido conocer el calendario de salida de ciclo de las células
piramidales, asi como la distribucidén de estas neuronas recién
generadas (Angevine, 1965; Altman y Das, 1965, 1966; Altman,
1966; Bayer y Altman, 1974; Schlessinger y col., 1975;
Schlessinger y col., 1978; Bayer, 1980a y b; Rakic y Nowakowski,
1981; Nowakowski y Rakic, 1981; Altman y Bayer, 1990; Jacocbson,
1993); también ha permitido conocer los movimientos de las
células en ciclo. La microscopia electrénica (Kaplan y Hinds,
1977; Seress y Ribak, 1985; Schlander y Frotscher, 1986; Lang y
Frotscher, 1990; Seress y Frotscher, 1990; Seress y Ribak, 1990)
ha proporcionado informacién sobre la ultraestructura de las
células piramidales y no piramidales adultas y en diferenciacidén.
En los ultimos anos se han utilizado técnicas de
ultraestructurales y de inmunohistoquimicas (Sloviter, 1989;
Deitch y col., 1990; Sloviter y col., 1991; Xue y col., 1991;
entre otros), aportando nuevos datos acerca de la organizacién y
heterogeneidad molecular de las célulés piramidales y no
piramidales del hipocampo.

Nuestras técnicas de disgregacién celular Yy
semidisgregacidén permiten hacer estudios de poblacidn, afadiendo
una nueva dimensidén al estudio del desarrcllc del hipocampo. Los
resultados de morfogénesis no hubiera sido posible obtenerlos
con ninguna de las técnicas hasta ahora disponibles. Con la
cldsica técnica de tincién de Golgi o las modernas técnicas de
tincién de células por inyeccidén intracelular (Gaiarsa y col.,
1992) s6lo se puede cbservar un pegqueno numero de células, y la
reconstruccién mediante cortes ultrafinos de un gran numero de

células es tarea imposible.
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Nuestros resultados muestran por primera vez un
gradiente de morfogénesis de CA4 a CAl de células piramidales mds
diferenciadas a menos diferenciadas. La neurogénesis en la rata
comienza mds o menos al mismo tiempo en todas las dreas y termina
globalmente antes en CA3 que en CAl, si bien no hay referencias
a CA4 (Bayer, 1980a). Por lo tanto, el gradiente de morfogénesis
es concordante con el de terminacién de neurogénesis. Es decir,
las células gue terminan primero de salir del ciclo (las de CA3)
son las mds avanzadas en morfogénesis, y las uUltimas en dejar el
ciclo (CAl) son las més retrasadas en hacer morfogénesis. La
neurogénesis (recordemos que es la produccién de células) de todo
el hipocampo se completa en 5 dias, de E16 a E21 (Bayer, 1980a),
mientras que la morfogénesis de CAl a CA3 dura como minimo 15
dias, de E21 a P12, pues la emisidén de espinas dendriticas es a
posteriori. Esta larga duracién nos ha permitido estudiar
extensamente el proceso, siendo la razén por la que el gradiente
espacial se observa durante tantos dias, P0-Pl1.

El patrén espacial de neurogénesis de las células
piramidales presenta diferencias interesantes en las especies de
vertebrados. En ratén, Angevine (1965) encontrdé un gradiente de
comienzo de neurogénesis de CAl a CA3 (E10~-El12) y un gradiente de
terminacién de neurogénesis desde CA2 a CAﬁ y a CAl, no haciendo
referencia a CA4. Por lo tanto, CA2 es el 4drea que primero
termina la neurogénesis (en E15), y después CA3 y CAl a la vez
(E18). La morfogénesis de las células piramidales del ratén no
estd estudiada en detalle, por lo que se desconoce si sigue el
gradiente de comienzo o el de terminacidén de neurogénesis. En el
mono, Rakic y Nowakowski (1981) encontraron que la neurogénesis
comienza mds © menos al mismo tiempo en todas las dreas del
hipocampo, mientras que hay un gradiente de terminacién de
neurogénesis de CA2 a CA3, propagdndose después a CAl y CA4, que
terminan a la vez. Tampoco estd estudiada en detalle 1la

morfogénesis de las células piramidales en esta especie, por lo
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que desconocemos si existe gradiente espacial y, si existiese, si
sigue el de terminacidén de neurogénesis.

Seria importante conocer en detalle la morfogénesis de
las c¢élulas piramidales en ratdén y mono, para poder saber si
existe la misma relacién con los gradientes de neurogénesis que
nosotros hemos encontrado en la rata. El1 interés en estudiar la
morfogénesis en esas especies radica en dque la relacidn
encontrada por nosotros en hipocampo no es la misma que 1la
encontrada en la retina de los vertebrados. En la retina de pollo
y ratén (Prada y col., 1991; Young, 1985) la neurogénesis de la
mayoria de los tipos celulares empieza y termina en el drea
central antes que en la periférica y la morfogénesis empieza y
termina en el &rea central antes que en la periférica. Esto
indica que las células gque dejan primerc el ciclo, empiezan
primero la diferenciacién, y las dltimas en dejar el ciclo son
las Gltimas en diferenciarse, sugeriendo un "reloj interno" de la
célula programado para gue ocurran una serie de sucesos en el
tiempo. El1 modelo de diferenciacidén de las células piramidales
del hipocampo parece mds complejo en este sentido, puesto que,
para empezar, 1los gradientes de comienzo y +terminacidén de
neurogénesis son diferentes en una misma especie y entre
especies. En la medida en la que entendamos las diferencias en
los procesos bdsicos del desarrollo de las distintas regiones del
SNC, pensamos gue avanzaremos en el conocimiento de éste.

Las células piramidales de CA4 varian poco en las
formas durante el desarrollc postnatal, ya gue realizan 1la
morfogénesis prenatalmente, mientras que las células de las otras
dreas la hacen postnatalmente, a pesar de gque todas ellas
terminan 1la neurogénesis prenatalmente. Bayer (1980a) en su
esquema de neurogénesis (Fig. 16) no distingue el drea CA4, pero
el esquema indica que seria la porcidén mds préxima al hilus del
llamado sector CA3c. Por consiguiente, podemos asumir que 1la

neurogénesis en CA4 termina cuando las células del sector CA3c,
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O Sea en Eél, lo cual es un dia mas tarde incluso gue CAl, dJue
termina en E20, y en conclusién terminan todas (CAl-CA4) a
tiempos muy préximos. Por lo tanto, la morfogénesis en CA4 ocurre
mucho mds rdpidamente (3 dias, desde el final de la neurogénesis
a P0) gue en las otras dreas, y las preguntas son <por qué
empieza primero la morfogénesis en CA4 y quién le da la sefial de
comienzo?, o© bien égué retrasa la morfogénesis en CA3-CAl?,
preguntas para las que no hay respuesta por el momento,

Nuestros resultados muestran que durante el proceso de
moxrfogénesis la prolongacién apical se bifurca en un punto que se
aproxima cada vez mds al soma. Somos nosotros los primeros en
hablar de este proceso. Sin embargo, Stensaas (1967 a~f), quien
estudié ampliamente la histogénesis del hipocampo de conejo
entre E15 y E28, mediante la técnica de Golgi, muestra que en E22
(Fig. 9 de Stensaas, 1967d) hay un gradiente de CAl a CA4 de
células con el punto de bifurcacién de la dendrita apical cada
vez mds préximo al soma. Estudiando detenidamente las formas de
las células, se observa ademds que en CA3 hay muchas mds células
gue en CAl con dendritas basales y prolongacién apical muy
ramificada. Entre E22 y E28 (Fig.9 de Stensaas, 1967b; y ldmina
3 de Stensaas, 1967f) se observa que el punto de bifurcacién se
acerca al soma en todas las areas. Por lo‘tanto, la morfogénesis
de las células piramidales parece ocurrir de forma similar en
rata y conejo. Sin embargo, no sabemos si la neurogénesis ocurre
también de manera similar en ambas especies, al no estar
estudiado en conejo.

Banker y Cowan (1979) hicieron un estudio "in vitro" de
la morfogénesis de las células piramidales del hipocampo de rata,
y compararon las células diferenciadas "in vitro" con 1las
correspondientes "in vivo". Es decir, cultivos de 8 dias de
células disgregadas en E18 las compararon con células de rata P4.
La Fig. 7 de estos autores muestra un grupo de células de CA3 y

otro grupo de CAl tefiidas por el método de Golgi. Las células de
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CA3 tienen el punto de bifurcacién de la prolongacién apical muy
préximo al soma, mientras que las de CAl lo tienen a mayor
distancia y las distancias son variables, igual gque mnuestran
nuestros resultados (Fig. 18).

De nuestros resultados y de los dibujos de Stensaas
(1967 a-f) se deduce gque el proceso de ramificacién de la
prolongacién apical (futura dendrita apical) comienza en 1la
porcién distal de la misma y progresa hacia el segmento proximal.
A medida que el punto de bifurcacién se acerca al soma se van
ramificando las prolongaciones distales, pero no se forman
prolongaciones entre el punto de bifurcacidén y el soma. Nosotros
no hemos observado conos de crecimiento saliendo de las
prolongaciones, ni en las rodajas semidisgregadas, ni en las
células disgregadas. En los numerosos dibujos de Stensaas tampoco
se observa ni un solo conc de crecimiento. Sin embargo los
dibujos a cdmara lucida de células de P4 tenidas por el método de
Golgi por Banker y Cowan (1979) muestran algunos engrosamientos,
supuestos conos de crecimiento, en el extremo de algunas
prolongaciones. Esta discrepancia se podria explicar suponiendo
que nuestro método de disgregacién desorganiza los conos de
crecimiento (lo cual explicaria que no se observen), y que el
proceso de formacién del &rbol dendritico‘es diferente en rata y
conejo. En la rata cada prolongacidén seria formada por un cono de
crecimiento, mientras que en el conejo no habria conos de
crecimiento y las prolongaciones crecerian en forma filiforme.

Siendo posible que los conos de crecimiento de las
células piramidales fuesen muy sensibles a la proteasa FISE y se
desorganizasen o fuesen digeridos por ésta, hemos de decir que
los conos de crecimiento dendritico de las células de Purkinje de
pollo y rata, y los conos de crecimiento de las prolongaciones de
las células de glia (Miller) embrionaria de la retina de pollo se
disgregan con sus prolongaciones mas finas. La utilizacién de

marcadores de moléculas especificas de conos de crecimiento, asi
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como de tinciones de Golgi, es parte de la experimentacién que
pensamos realizar para intentar resolver la controversia.

Sea como fuese el mecanismo por el que se forma el
drbol dendritico apical de la célula piramidal, nuestros
resultados y los de Stensaas (1967 a-f) muestran que determinadas
células, durante el proceso de morfogénesis, tienen el punto de
bifurcacién mucho mds cerca del soma que otras, y algunas de esas
sélo tienen un par de ramificaciones en el extremo distal de las
dos prolongaciones que salen del punto de bifurcacién. Stensaas
ilustra ampliamente cémo va modeldndose el drbol apical, y en sus
dibujos 1llama la atencién el que cada prolongacién aparece
bifurcada en dos de la misma longitud, y la uniformidad en
longitud de los &rboles apicales de cada drea. Estos resultados
indican que la prolongacién apical inicial se bifurca en su
extremo distal en dos y es este punto de bifurcacidén el que se
aproxima al soma, a la vez que cada rama gque sale del punto de
bifurcacién inicial se bifurcaria en dos distalmente y estos
nuevos puntos de bifurcacién se acercarian al soma, y asi
sucesivamente. Esta interpretacién explicaria el gue no aparezcan
conos de crecimiento, pues las prolongaciones no parecen nacer
desde los puntos de bifurcacién. En apoyo de esta interpretacién
estdn las células antes mencionadas que. poseen el punto de
bifurcacién inicial mucho mds préximo gue sus compafneras y los
puntos de bifurcacién secundarios muy distantes del inicial, lo
cual podria indicar diferencias en la velocidad de acercamiento
al soma de los puntos de bifurcacién del &rbol apical de una
misma célula.

Las células no piramidales del &rea CA3 también van més
avanzadas en la diferenciacién que las de CAl, estableciéndose
los circuitos inhibitorios en CA3 antes que en CAl (Seress y
col., 1989; Lang y Frotscher, 1990). La ventaja de las células
piramidales de CA3 en realizar la morfogénesis respecto a CAl

podria estar relacionada, por una parte con la avanzada
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diferenciacién de las células no piramidales de CA3, y por otra
con la llegada de aferencias al hipocampo. Aungue no se conoce en -
detalle el calendario de llegada de cada una de las aferencias,
si se sabe gque las fibras procedentes de la corteza entorrinal y
el hipocampo contralateral llegan antes a CA3 que a CAl (Loy Yy
col., 1977; Fricke y Cowan, 1977; Loy, 1980). Varias lineas de
evidencia gque exponemos a continuacién apoyan la relacién
mencionada.

Las células no piramidales GABAérgicas se generan
antes que las piramidales y se diferencian rapidamente, puesto
gue sintetizan GABA enseguida (Seress y Riback, 1988). Las
células en cesto (GABAérgicas) hacen sinapsis antes sobre CA3 que
sobre CAl en los primeros dias del desarrollo postnatal (Seress
y col., 1989). El1 papel del GABA como morfdédgeno estd todavia en
investigacidén, pero las evidencias obtenidas "in vitro" parecen
consistentes. En relacién a ésto, es interesante mencionar que
nuestros resultados muestran un mayor numero de somas
triangulares en CA3 que en CAl todo a lo largo del desarrollo
(Fig. 22) y que precisamente el soma es el que recibe sinapsis
GABAérgicas. Las aferencias procedentes de la corteza entorrinal,
parte de las del septum, las colaterales Schaffer y las fibras
musgosas soh glutamatérgicas, e interesantemente existen
experimentos "in vitro" cuyos resultados implican a los
receptores de glutamato en la emisién de prolongaciones
dendriticas (Mattson y col., 1988; Brewer y Cotman, 1989). De
alguna manera este receptor contribuye a generar una sefial que
incrementa las ramificaciones del 4&4rbol dendritico (Brewer y
Cotman, 1989). Por lo tanto, seria razonable pensar ¢ue las
aferencias glutamatérgicas estan implicadas en la diferenciacién
del drbol dendritico. Sin embargo, la morfogénesis inicial de las
células piramidales podria ser independiente, o no altamente
dependiente, de los contactos entre neuronas y de las aferencias,

puesto que las células piramidales adoptan formas parecidas a "in
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vivo™ cuando son cultivadas a baja densidad, sobre poli L-lisina,
y en un medio suplementado con suero fetal (Banker y Cowan, 1977,
1979).

Un 12% de las neuronas del hipocampo son no piramidales
(Dietz y col., 1987), es decir, el 90% aproximadamente son
piramidales. No descartamos gque en nuestro estudio hayamos
incluido como piramidal alguna célula gue en realidad no lo es,
pero serian muy pocas. Dada la proporcién de piramidales, podemos
afirmar, 1° que el 90% de 1las células estudiadas en los
disgregados son piramidales y 2°, el estudio en rodajas
semidisgregadas nos permitid estudiar sélo las de la capa de
piramidales. No obstante, habria un pequefiisimo nimero de células
no piramidales en la capa de piramidales (Lang y Frotscher, 1990)
que podrian haber sido incluidas como piramidales en el estudio
de las rodajas semidisgregadas. No nos cabe duda, pues, de que la
secuencia de morfogénesis mostrada en la Fig. 23 es la de las
células piramidales.

E]l &rea CA3 es la mayor de todas, CA2 es muy pegueina
compérativamente y CAl es bastante més pequefia que CA3 y mayor
que CA2. En el estudio cuantitativo de la longitud del soma al
punte de bifurcacién de la prolongacién apical en disgregados
(Fig. 21A), las proporciocnes de células en los rangos de longitud
media (C) y pequefia (D) son mds parecidas a las de CA3 (Fig. 20)
gque a las de CAl o CA4. Esto es concordante con el hecho de que
CA3 sea el Adrea mayor de todas y, por lo tanto, la mayoria de
formas medidas son de CA3. Sin embargo, las proporciones de
células de longitud grande (B) y muy grande (A) son mds parecidas
a CAl, porque éstas formas no estdn en el drea CA4 y apenas estédn
en las areas CA2 y CA3. Las diferencias en el nimero de células
en los rangos de longitud medico y pequefio entre las Figs. 21 A y
B no son reales, puesto que en el andlisis conjunto de las dreas
(Fig. 21B) estamos contabilizande dos &dreas cuantitativamente

menores, CA2 y CA4, como si fuesen cuantitativamente iguales,
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puesto que en todas ellas evaluamos 30 células. Por lo tanto las
diferencias entre A y B se pueden explicar metodoldégicamente, y
podemos concluir que las formas obtenidas en los disgregados son
representativas del conjunto de formas del hipocampo en cada

estadio.

6.4. CONTENIDO EN ADN DE LAS CELULAS PIRAMIDALES

Nuestros resultados muestran gue 1la poblacién de
células piramidales del hipocampo de la rata Pll tiene un
contenido medio de ADN 2,6C. Esta cantidad estd, pues, por encima
del contenido diploide 2C de las células control, los leucocitos
de la misma especie. Los histogramas de las figuras 28 y 30
muestran que una peguefia subpoblacién de células piramidales, el
7%, tiene valores de ADN muy préximos a 4C: el resto de la
poblacién tiene valores 2C o intermedios entre 2C y 4C. La Fig.
27 muestra un contenido 2C para las células de glia.

Nuestros resultados difieren de 1los obtenidos
anteriormente por algunos autores en gato (Herman y Lapham, 1968)
y rata (Novakova y col., 1970), quienes encontraron que 1las
células piramidales son todas tetraploides, es decir 4C. Sin
embargo, podrian ser mds parecidos a los obtenidos por Marshak y
col., (1983), guienes encontraron que "la mayoria de las neuronas
piramidales de ratas adultas jévenes son diploides" (informacién
obtenida a través de Mares y col., 1985). Nuestros resultados no
muestran una poblacién mayoritaria de células diploides. En
condiciones éptimas de hidrélisis, 19+1°C, obtuvimos un 58% de
células con medidas de ADN por encima de los de la poblacién de
células control, a las que identificamos como piramidales
triangulares (Fig. 28); un numero pequefio de éstas son las que
tienen valores 4C, al tener practicamente el doble de la media

del contenido de ADN de la poblacién control. Al no haber leido
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el articulo de Marshak y col. (1983) por estar en ruso, no
sabemos el grado de coincidencia de los resultados, ni sabemos
los detalles de la metodologia empleada por estos autores. Si
hubiesen utilizado la misma metodologia (citofotometria en tejido
aplastado) gue en su estudio anterior del contenido de ADN de las
células de Purkinje del cerebelo de la rata (Mares y Van der
Ploeg, 1980), las condiciones de hidrélisis (ClH 5N, 60 min, a
20-22°C) podrian no ser éptimas. Nosotros encontramos que a 22°C,
a los 60 minutos de hidrélisis tanto leucocitos como células
piramidales tienen medidas de ADN muy bajas, préximas a las de
comienzo de hidrdélisis (Fig. 29). En estas condiciones, el
contenido medio de ADN de las piramidales resulta sélo
ligeramente superior o igual al de las células control, y la
mayoria de las células piramidales tienen las medias de ADN de la
poblacién control, apenas hay dispersioén.

Hay miltiples argumentos ya dados por otros autores
(Cohen y col., 1973; Fujita, 1974; Mares y Van der Ploeg, 1980;
Swartz y Bhatnagar, 1981; Mares y col., 1985), para explicar los
resultados de los trabajos gue han obtenido valores 4C de ADN en
todas las células piramidales del hipocampo y células de Purkinje
del cerebelo. Swartz y Bhatnagar (1981) hacen una revisidén
exhaustiva de 1las miltiples fuentes -de error, tanto de
metodologia como de interpretacidén, dque puede haber en Ilos
estudios de contenido de ADN por cualgquiera de 1los nmétodos
utilizados (citofotometria, biogquimica o autorradiografia), y
concluyen que la controversia sobre la existencia o no de
cantidades poliploides de ADN en determinadas neuronas no esté
resuelta. Ningun trabajo realizado en los dltimos 13 afios la ha
resuelto, desde nuestro punto de vista.

Nosotros hemos controlado cuidadosamente las miltiples
variables que pueden introducir error en los resultados cuando se
utiliza la técnica de citofotometria y se tifien los micleos por

el método de Feulgen. Este método exige gran meticulosidad en su
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realizacién (Decosse y Aiello, 1966; Fox, 1969; Duijndam y
buijin, 1973; Kjellstrand, 1977; Navarrete y col., 1983; Rasch,
1985).

En la disgregacién de las células utilizamos una
proteasa de la ¢ue se podria pensar que distorsiona, de alguna
manera (por ejemplo digeriendo proteinas nucleares) la estructura
del ADN. Esta posibilidad queda descartada por los resultados
obtenidos en un primer trabajo realizado en nuestro laboratorio
por Lépez-Lépez (1991). En un mismo portaobjetos extendid
eritrocitos de pollo control (recién extraidos, sin tratamiento
alguno), eritrocitos incubados durante 30 minutos en sacarosa a
concentracién isoténica, a 34°C, y eritrocitos incubados 30
minutos, a 34°C, en sacarosa a concentracién isoténica méas
proteasa a la concentracién habitual empleada para extraer
células nerviosas. Este experimento se realizé incubando 45 y 60
minutos. El resultado es que los valores de ADN son similares en
todos las condiciones y la forma de los eritrocitos tampoco se
altera en ninguno de los casos, siendo indistinguibles de los
control.

Experimentos en nuestro 1laboratorio en los que se
incubaron las células control en solucién de proteasa disuelta en
sacarosa a concentracién hipoténica, dieron comoc resultados
lecturas de ADN de los eritrocitos aumentadas. Otros autores
(Garcia, 1968; Mavall, 1969; Mares y col., 1985) obtuvieron los
mismos resultados trabajando con gotas de sangre de conejo y con
leucocitos humanos. Sometidas estas células a medios hipotdnicos,
se hinchan y sus nidcleos aparecen en mal estado (préximos a
lisarse). Sus valores de ADN en estas condiciones son superiores
a los normales. Debido a ésto, en nuestro trabajo, las células
control se extendieron directamente (eritrocitos de pollo) o tras
resuspenderse en solucidén salina isoténica (leucocitos) y las
células problema se extrajeron en solucién de proteasa disuelta

en sacarosa a concentracién isotdénica (10,26%).
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Usamos como fijador etanol absoluto-dcido acético
glacial (3:1), porgue 1) es el fijador mads ampliamente utilizado
(Denham, 1967; Herman y Lapham, 1968; Lapham, 1968; Fox, 1969;
Lentz y Lapham, 1969; Bachman, 1972; Navarrete et al, 1978 y
1983; Mann, 1978; Barberd et al, 1979; Sans y de la Torre, 1979;
Swartz y Bhatnagar, 1981; Allison et al, 1981) y 2) ha sido usado
para estudiar el contenido de ADN de las células piramidales del
hipocampo de gato (Herman y Lapham, 1968). El tiempo de fijacidn
fue siempre de 45 minutos. El tipo de fijador y el tiempo de
fijacién son factores a tener muy en cuenta a la hora de buscar
repetitividad en los resultados, puesto gue es conocido que los
fijadores acuosos dan una variabilidad de las medias de ADN mayor
que los fijadores no acuosos, como es el etanol-acético, y que
cuando se utilizan estos tltimos, a medida que aumenta el tiempo
de fijacién aumenta la variabilidad. A este respecto es
interesante decir gque en todos los trabajos en los que las
neuronas piramidales del hipocampo y Purkinje del cerebelo han
resultado tener un contenido 4C de ADN, el fijador ha sido no
acuoso (etanol-acético, o Carnoy) y tiempos mds largos (4-5 horas
para etanol-acético y 12 horas para Carnoy) que los utilizados en
nuestro trabajo. Sin embargo, son varios los trabajos que
obtuvieron un contenido 2C en células de'Purkinje del cerebelo
usando fijadores no acuosos que omiten el tiempo de fijacidén
(Mares y Lodin, 1973; Mann y col., 1978; Mares y col., 1985), por
lo que no podemos concluir gque el tiempo de fijacidén sea el
factor determinante o contribuyente de la discrepancia.

Numerosos trabajos (Decosse y Aiello, 1966; Fox, 1969;
Kijellstrand, 1977 y 1980; Mares y van der Plceg, 1980; Navarrete
et al, 1983; Rasch, 1985) indican la conveniencia de que la
hidrélisis se realice a baja temperatura (ambiental) vy
concentracién elevada de acido clorhidrico (5N), yva que de este
modo se consigue una meseta de valores maximos de ADN, 1lo

suficientemente amplia como para gue pegquefias variaciones del
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tiempo de hidrélisis no modifiquen las lecturas del ADN. Cuando
se realiza a alta temperatura y baja concentracién de HCl, el
tiempo 6ptimo resulta ser muy corto, y pequenas modificaciones en
el tiempo de hidrélisis inducen grandes variaciones en la lectura
de ADN. Nuestros resultados indican gue es necesario controlar la
temperatura estrictamente, puesto dque ailin en el rango de
temperatura ambiente se obtienen variaciones en la curva de
hidrélisis. A 1911°C la curva de hidrélisis presenta una meseta
de valores maximos de ADN, mientras que a 22°C no hay una meseta,
y esto implica que es necesario controlar estrictamente el tiempo
de hidrdlisis cuando se hace a esta ultima temperatura.

En las curvas de hidrélisis se distingue una primera
fase ascendente (véase Figs. 26 y 27) interpretada como 1la
hidrélisis temprana en la gue se produce la hidrélisis progresiva
y parcial de las bases puricas, con el consiguiente aumento del
numero de aldehidos libres para unirse a la leucofucsina; 1la
meseta de valores mdximos se interpreta como el final de la
despurinizacién (permaneciendo todavia 1los grupos fosfatos
intactos) y el inicio de la hidrdélisis total, que comienza hacia
el final de la meseta (el nimeroc de grupos tefiibles en esta fase
practicamente no varia); la tercera fase es la caida de la curva,
resultado de la degradacidén progresiva dél complejo polimérico
residual, gque conlleva la disminucién del numero de grupos que
pueden unir 1la leucofucsina, al perderse las purinas. La
despurinizacién depende principalmente de la concentracién del
dcido empleado. La temperatura lo que hace es acelerar 1la
reaccidén de hidrélisis y favorecer la velocidad de degradacién
enormemente { Kjellstrand, 1977, 1980). Esto indica que a
temperaturas altas se puede producir pérdida de ADN antes de que
la hidrélisis exponga todos los grupos aldehidos, y en estas
condiciones la reaccién de Feulgen se aleja de ser
estequeonétrica. Estas consideraciones fueron las que nos

llevaron a elegir como condiciones 6éptimas de la tincidén de
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Feulgen 90 minutos de hidrélisis con HC1l 5N a 19%1°C. Ninguno de
los estudios que preceden al nuestro, indican haber realizado
curvas de hidrélisis a las temperaturas de trabajo para obtener
el tiempo 6ptimo de hidrdlisis, y ninguno indica especificamente
haber controlado la temperatura, desprendiéndose de ellos que
temperatura ambiente es entendida en un rango entre 19 y 28°C.

La rehidratacién después de la fijacidén, asi como los
lavados con agua destilada fria, después de la hidrélisis
clorhidrica, y los lavados con agua sulfurosa, tras la aplicacién
del reactivo de Schiff, se realizaron de forma rigurosa, pues son
extremadamente importantes para el mantenimiento de la morfologia
celular y para que s6lo el reactivo de Schiff que se una al ADN
estequeonétricamente quede en el micleo (Navarrete et al, 1983).
Ciertos autores recomiendan sustituir el lavado final con agua
destilada por tampdén fosfato-citrato a pH 5.6 antes de la
deshidratacién y montaje, pues asi se conseguirian valores mas
altos de absorbancia y mayor estabilidad de los preparados
(Duijndam y Duijin, 1973; Mares y van der Ploeg, 1980). Sin
embargo, nuestras preparaciones no fueron sometidas a
deshidratacién e inclusién en medio de montaje, al comprobarse
gque los perfiles celulares se perdian. Nuestras muestras, después
de ser lavadas consecutivamente con agua éulfurosa y destilada,
se secaron con aire seco y se almacenaron en oscuridad hasta la
lectura de ADN. Este procedimiento ha sido ampliamente utilizado
por otros autores (véase Navarrete et al, 1983).

La utilizacién de secciones de tejido para determinar
por citofotometria el contenido de ADN ha sido cuestionada por
los autores de los trabajos que han encontrado a las células
piramidales y de Purkinje con contenido 2C (Cohen y col., 1973:
Mann y col., 1978; Mares y Van der Ploeg, 1980; entre otros),
gquienes han utilizado tejido aplastado ("squash"), o extensiones
de nicleos del tejido a estudiar. Otros autores que utilizando

secciones de tejido han obtenido también contenido 2C (Fujita,
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1974; Swartz y Bhatnagar, 1981) explican la dificultad de medir
el contenido de ADN en un solo nicleo en secciones, cuando puede
haber fracciones de nicleos o micleos enteros por debajo del
seleccionado, y también indican que el citoplasma de otras
células puede estar incrementando la absorbancia. Este problema
estd grdficamente muy bien explicado en Swartz y Bhatnagar
(1981); en este mismo trabajo se comenta la falta de fiabilidad
de los trabajos que han utilizado preparaciones de niicleos.
Estamos de acuerdo con Swartz y Bhatnagar en gue la absorbancia
inespecifica no explica la diferencia de resultados entre los
grupos discrepantes. Pensamos ademds que el uso de tejido
aplastado no elimina el problema de la absorbancia inespecifica
puesto que la posibilidad de que gquede ADN y citoplasma de
células rotas por debajo del nicleo a medir, como consecuencia
del arrastre al realizar la preparacién, no se elimina.
Nosotros hemos utilizado células disgregadas, las
cuales eliminan los problemas que plantean las secciones y los
"squash™ a la hora de medir el contenido de ADN; hemos
determinado el tiempo Optimo de hidrélisis para las células a
estudiar; hemos hecho un control meticuloso de otros factores que
son fuente de error: en cada medicidén hemos realizado el blanco
sobre el citoplasma de la célula a medir,'y no cabe duda de gque
en estas condiciones los resultados obtenidos son completamente
fiables. Ademds, el contenido medio en ADN de los eritrocitos,
leucocitos y células piramidales (poblacién total) determinado en
UA en las extensiones que contenian los tres tipos de células
juntas: 9,3; 20,7 y 23,09, respectivamente (grédficas no
mostradas), estd en la misma relacién que 1los contenidos
absolutos conocidos para las c¢élulas control (3 y 6,7pg
respectivamente para eritrocitos y leucocitos). Asi mismo, para
las ¢élulas piramidales resulta un contenido de 7,4pg; lo cual
estd muy préximo a los 7,7pg que corresponden al valor dque se

obtuvo en las extensiones de piramidales y leucocitos (Fig. 26),
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e indican la fiabilidad de nuestros experimentos.

S6lo podemos especular sobre el contenido extra de ADN
obtenido en las células piramidales triangulares. Las células con
contenido entre 2C y 4C podrian tener secuencias altamente
repetitivas, las cuales podrian explicar el contenide extra del
ADN. Las secuencias repetitivas constituyen una gran fraccién del
genoma de eucariontes superiores (Alberts et al, 1983 y Singer,
1982) incluso en células de bajo contenido en ADN (Martinez-
Zapater et al, 1986). En apoyo de nuestra interpretacion estd el
hecho de que determinados trabajos (Flavell et al, 1974; Flavell,
1982) muestran que la fraccién del genoma que corresponde a ADN
repetitivo aumenta con el aumento en el contenido de ADN, y
proponen que las variaciones en el contenido en ADN entre las
especies se deben principalmente a la variacién en la cantidad de
ADN repetitivo. La pequefia poblacidén de células con contenido 4C
podria explicarse bien por una elevada cantidad de ADN repetido,
o bien por abandono del ciclo en la fase G,. La demostracién de
estas hipétesis podria obtenerse si se lograsen separar las dos
poblaciones celulares piramidales y se estudiase el contenido de
ADN repetitivo en el génoma de ambas poblaciones mediante las
técnicas de biologia molecular desarrolladas para estos estudios.
Después habria que identificar las secuencias repetidas, en un
intento de entender el significado bioldgico de las mismas.

La relacién obtenida en nuestro estudio entre
morfologia general de las células piramidales y contenido en ADN,
indica heterogeneidad en la poblacién de células piramidales.
Interesantemente la heterogeneidad de esta poblacién también es
molecular y funcional, no sélo morfoldégica y de contenido en ADN.
Por ejemplo, la proteina fijadora de Ca**, Calbindina, sélo la
tienen en niveles detectables por inmunchistoquimica determinadas
piramidales, y la diversidad funcional (patrén de respuesta
electrofisioldgica a un estimulo dado) en relacién a la

morfologia, ha sido demostrado en células de una misma drea. Todo
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esto indica complejidad de funcionamiento de 1las células
piramidales, y nos hace reflexionar sobre lo lejos que estamos de

entender el significado bioldégico del contenido extra de ADN.
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1)

2)

3)

4)

7. CONCLUSIONES

La proteasa FYSE, a diferencia de las proteasas actualmente
disponibles para la disgregacién del SNC, disgrega las
células piramidales en proceso de diferenciacidén del
hipocampo de rata recién nacida (P0-P1l1l) preservando su
morfologia. Este hecho, Jjunto con las concentraciones
extremadamente bajas de proteasa FYSE necesarias para la
disgregacién, son una fuerte evidencia de que rompe
especificamente alguna o algunas proteinas de la matriz
extracelular, sin afectar de forma importante a las de la

membrana plasmatica.

Hemos puesto a punto un métode de semidisgregacién de
rodajas de hipocampo utilizando la proteasa FYSE, cuya
utilidad para estudiar el desarrollo del SNC hemos puesto en

evidencia en este trabajo de tesis doctoral.

La morfogénesis de las células piramidales del hipocampo de
la rata no es un proceso sincrénico, ya que no ocurre al
mismo tiempo en todas las dreas del stratum pyramidale, sino

que sigue un gradiente espacio-temporal.

La morfogénesis del &rea CA4 ocurre en Su mayor parte
prenatalmente, mientras que la morfogénesis de las areas CAl
a CA3 ocurre en su mayor parte postnatalmente, desde PG a
P12, periodo durante el cual se observa un gradiente de
células mas diferenciadas a menos diferenciadas de CA3 a
CAl. Por lo tanto, CA4 termina la morfogénesis antes que

CA3, ésta antes que CA2, y ésta antes que Cal.
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5)

7)

Hemos mostrado comc durante el proceso de diferenciacién de
la dendrita apical de las neuronas piramidales, el punto de
bifurcacién inicial de la prolongacién apical se acerca
progresivamente al soma, a medida ¢ue aparecen méas
prolongaciones distales en un patrén dicotdémico sin,
aparentemente, formacién 'de conos de crecimiento. Este
proceso parece muy diferente al seguido por neuronas
principales de otras porciones del SNC para diferenciar su
adrbol dendritico.

El valor medio en unidades arbitrarias del contenido de ADN
por célula, en la poblacién total de células piramidales,
corresponde a 2,3C. Por lo tanto, tienen un contenido de ADN

superior al de las células de la poblacidén control 2C.

El andlisis del contenido de ADN de las subpoblaciones de
células piramidales ovaladas y triangulares ha revelado que
las ovaladas tienen un contenido 2C, mientras due las
triangulares tienen un contenido medio de 2.6C,
aproximandose un 7% de éstas a un contenido 4C. En base a
este andlisis, concluimos gue una poblacién pequefia de
células piramidales triangulares 50n tetraploides, 1la
mayoria de 1las células piramidales triangulares tienen
contenido entre 2C y 4C, y las células piramidales ovaladas

tienen un contenido 2C.
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