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Resumen.

Las autoras en un anterior estudio de zonas del hipocampo de ratones BALB/c en el segundo

y décimo dia de su vida postnatal demostraron células cercanas a capilares, por lo que este

trabajo tiene como objetivo evidenciar la asociacién de células a lo largo de las paredes

capilares en el hipocampo y proponer una teoria que la justifique. Se determinaron en todas

las areas del cuerno de Ammodn y Fascia Dentada, dos tipos de estas células, las que difieren

en cuanto a su nimero, caracteristicas y el area nuclear determinada mediante el empleo del

software IMAGEJ y para la comparacion de las medias de las areas nucleares en los dos

grupos se empleo el paquete estadistico EPIDAT. Se exponen los argumentos que condicionan

esta relacion la que permite proponer la existencia de una teoria migratoria neurogenética

tréfica vascular.

Palabras claves: migracidon, neurogénesis, conos de crecimiento.

INTRODUCCION

Las investigaciones del hipocampo han tomado relevancia al evidenciarse que en la Fascia

Dentada (FD) y especialmente en la zona subgranulosa (GSZ) existen células progenitoras o

precursoras neuronales, por lo que se considera un nicho neurogenético en el hombre

adulto.*”

En la neurogénesis uno de los aspectos esenciales es la migracion, proceso del cual se ha

escrito mucho y del que se podria pensar que todo esta declarado.

Las autoras de este trabajo al realizar estudios morfométricos de |dminas piramidales del

cuerno de Ammoén(CA) y de la ldamina granulosa de la FD en ratones BALB/c en el segundo y

décimo dia de vida postnatal hallaron una estrecha relacion entre las células y las paredes

vasculares fundamentalmente de capilares.®

En la busqueda de la explicacion de esta asociacion es importante sefialar que en los

primeros dias de vida postnatal en estas regiones hipocampales existen cambios de
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reordenamiento de células para su definitiva organizacion y compactacién en la lamina
piramidal del CA y de la ldmina granulosa de la FD. Esto obliga a que estas células ademas
de las transformaciones neurogenéticas que sufren ellas o sus precursoras requieran del
proceso migratorio para la llegada a estas ldaminas que son su destino definitivo.

En relacion al proceso de migracidon en el sistema nervioso intervienen en la etapa pre y
postnatal, la glia radial, célula que permite por sus prolongadas ramificaciones el avance de
las células precursoras neuronales. Por otro lado se ha demostrado en cultivo de tejidos que
tanto las dendritas y axones establecen contactos con estas glias a partir de sus extremos
[lamados conos de crecimiento. Estos contactos permiten tanto el crecimiento de estas
prolongaciones neuronales como el proceso de migracion neuronal. >°

Correa y Longart (2010) demuestran cambios en el crecimiento de los axones de neuronas
en cultivos de tejido nervioso hipocampal entre 24 a 72 horas de 30 a 300pm e incrementos
significativos en la proporcidon de conos de crecimiento abiertos por encima de los cerrados,
infiriendo ellas que cuando estan cerrados pudieran experimentar cambios a nivel de la
membrana celular para favorecer el crecimiento de la membrana del cono permitiéndole
expandirse para incrementar las superficies de contacto y el movimiento, o sea, que el
fenomeno de apertura y cierre de los conos de crecimiento podria deberse a una respuesta a
los movimientos realizados por estas estructuras para permitir la elongacién de las neuritas.’
En los conos de crecimiento prima la existencia de la actina, cuyo papel en la migracion vy el
movimiento celular como un todo es aceptado. Por tanto, es justo destacar que estos conos
no solo deben permitir el crecimiento sino también la migracién neuronal.®

Las autoras demostraron una disminucidn significativa en la celularidad de estratos aledafios
a las ldaminas piramidal y granulosa del hipocampo. Otro hallazgo revelador en las diferentes
zonas hipocampales fue la presencia de células asociadas a las paredes vasculares
fundamentalmente de capilares.® Este descubrimiento que se hizo evidente ain mas en el
décimo dia de vida postnatal motivo este trabajo en el que se propone como objetivo
evidenciar la asociacion de células a lo largo de las paredes capilares en el hipocampo vy

proponer una teoria que la justifique.

Métodos:

Se estudiaron 600 microfotografias del hipocampo, 300 de 12 hipocampos de ratones BALB/c

en el segundo dia de vida postnatal y otras 300 de estos iguales roedores en el décimo dia.

Estas microfotografias fueron tomadas de cortes histoldgicos con un grosor entre 7-9 ym vy

separadas entre si por 50 um. Se realizaron 180 microfotografias del cuerno de Ammén, de

ellas 60 en cada una de las regiones CA1, CA3 y CA4. Otras 120 de las regiones de la Fascia
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Dentada; 60 del limbo suprapiramidal y el resto de su limbo infrapiramidal. Esta cifra
constituyo el universo de trabajo.
Del universo se estudiaron y se seleccionaron aquellas en las que se pudieron delimitar vasos
sanguineos con células asociadas, las que se consideran la muestra: en el segundo dia de
vida postnatal 38 y en el décimo dia 49 para un total de 81.
Hay que sefialar que al analizar los vasos sanguineos y su células en areas hipocampales, los
hallados en la regiéon CA4 se incluyeron como Hilus Dentado (HD) junto a los de las zonas
subgranulosas de ambos limbos que estaban incluidas en esa region; la lamina molecular de
estos limbos suprapiramidal e infrapiramidal se incluyen como MSP y MIP quedando
conformadas para el estudio, las siguientes areas: CA1, CA3, HD, MSP y MIP.
Con el fin de caracterizar las células se procedié a su observacién y a la medicién del area y
perimetro nuclear, que era lo mas sobresaliente de las mismas, lo que se realizé6 mediante la
opcion set mensurements del software IMAGE J, lo que permitié a su vez obtener el
indice de circularidad y redondez.
Los resultados de las areas nucleares de los tipos celulares hallados en el segundo y décimo
dia y por regiones hipocampales se muestran en tablas. Mediante el paquete estadistico
EPIDAT con la opcion de diferencia de medias con una significacion del 0,05 se compararon
las areas nucleares de ambos tipos de células.
Los resultados y los métodos tedricos de analisis, sintesis, induccion y deduccidon permitieron
concatenar los resultados cientificos avalados sobre neurogénesis, migracion celular y
neuronal y revelar con la légica de los conocimientos actuales la relacion células y paredes
capilares.
RESULTADOS Y DISCUSION
En el estudio de las areas hipocampales, tanto del CA como de la FD, en ratones en el
segundo y décimo dia de vida postnatal se observan con reiteracion la presencia de células
asociadas de modo paralelo a las paredes de vasos sanguineos, algunas de ellas con finas
prolongaciones y en otros casos con caracteristicas de neuronas. Atendiendo a esa relacion
se analizaron la forma nuclear, densidad cromatinica de los mismos, la cercania a las
paredes celulares y se establecieron dos tipos celulares. Se comprobd la presencia con
nitidez de estas células a lo largo o alrededor de capilares en 86 % de las imagenes, en las
gue se demostraba ademas la existencia de vasos sanguineos.
Un primer tipo celular, mas llamativo por el mayor tamano nuclear aunque variable pudiendo
ser prominente, redondeado, con poca densidad de su cromatina o sea vesicular, con uno o
dos nucléolos evidentes; estas células se sitlan cercanas a las paredes vasculares se
observan en mayor proporcién, las cuales las autoras denominan en este trabajo C-
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I(microfotografia 1 y 2 ); y un segundo tipo, que resultd con un nidcleo mas ovoideo con
heterocromatina mas evidente o intermedia sin llegar a ser densa, no se precisan nucléolos,
parecen mas pequefios, y casi superpuestos a las paredes vasculares longitudinalmente,
aunque unos pocos de ellos situados transversalmente al eje longitudinal del capilar y se
identifican aqui como C-II (microfotografia 3).

La proporcién de las células C-I fue mucho mayor en relacion a las C-II y fue similar en
ambas edades. La tabla 1 muestra los resultados.

El drea de los 102 nucleos de las células C-I en el segundo dia de vida postnatal resulté
como promedio 29,63 um? mientras en el décimo, el nimero de células fue bastante similar,
las 101 areas nucleares de células C-I como promedio fue de 45,84um?.

Al analizar la proporcién de células C-I en ambas edades fue similar, lo que no tiene mucha
repercusion pues depende de las células que pudieron observarse, no quiere esto decir que
siempre sea la misma. La relevancia estriba en el incremento significativo de las areas
nucleares en el décimo dia con una t=26,0100 y p= 0,0000. Este resultado indica que hay un
importante cambio en el tamafio de este tipo de células que aboga a favor de considerarlas
células neuronales y sus precursoras. También es importante tener en cuenta que la mayor
frecuencia en el rango del area estuvo entre 30 - 50 um2 por lo que no abundan las de

mayor area.

Tabla 1. Area nuclear y total de células C-I y C-II en el cuerno de Ammon y fascia dentada

Tipo II dia X dia
celular | Cantidad | Area S Cantidad | Area S Total
de Promedio de promedio
células um? células | ym?
C-I 102 29,63 3,518 | 101 45,84 5,175 | 204
C-II 21 27,35 2,479 | 16 27,08 3,203 | 117

Al analizar las células C-II lo mas importante es su menor nimero, 21 con area nuclear
promedio de 27,35 um? en el segundo dia mientras que en el décimo en nimero de 16 y su
drea nuclear promedio de 27,08 pm? lo que no resultd significativo (t= 0,0843 y p= 0,9334).
En relacion a las regiones donde se encontraron se observa en la tabla 2 que en el segundo
dia la mayor proporcion estuvo en CA1l y el resto entre el HD y MSP mientras que en el
décimo hubo menor cantidad de células y se distribuyeron fundamentalmente entre HD, MSP
y MIP.



Como se muestra en la tabla 2 en el HD fue donde hubo una mayor cantidad de células C-I
en ambas etapas. Al comparar las areas promedios nucleares de las células C-I entre el
segundo y décimo dias, fue significativo el incremento en el décimo dia con una p < 0,001;
exceptuando la de las células del estrato molecular infrapiramidal. En el décimo dia en la
region del HD el promedio del area nuclear fue el mayor.

Al comparar el area nuclear promedio en las regiones hipocampales estudiadas, se observd
que las células C-II presentan un incremento significativo con una p< 0,05 en CA1 y mayor
en HD y en MSP con una p<0,01.

Tabla 2. Distribucion de células C-I y C-II segun regiones estudiadas del hipocampo y

sus areas nucleares promedios

Tipo celular. C-I II dia Tipo celular c-II - II dia
CAl CA3 HD MIP MSP CAl CA | HD MIP MSP
3
31,52 | 26,50 31,81 22,17 | 29,91 27,19 25,19 28,50
S 3,748 | 3,354 3,511 3,652 | 3,267 3,199 2,866 2,425
n 16 18 32 7 29 11 0 3 0 7
Tipo celular. C-I X dia Tipo celular C-II X dia
CA1l CA3 HD MIP MSP CAl CA | HD MIP MSP
3
X |44,23 | 40,98 53,57 23,64 | 48,52 33,76 33,17 | 22,71 | 21,83
D |3,722 | 3,63 5,625 2,53 5,734 1,622 3,789 |2,268 | 1,738
S
n 17 16 34 10 24 2 0 5 4 5
t 9,405 | 12,031 | 16,966 | 0,921 | 18,214 | 2,306 3,370 | 0,921 | 5,553
7 1 2 4 8 3 6 4 5
p 0,000 |0,0000 |0O,0000 |0,380 |0,0000 |oO0,031 0,019 | 0,380 | 0,000
0 9 9 9 9 4

En cuanto a la circularidad de las células C-I en el décimo dia, todas se encontraron entre
07- 0,9; aunque en 0,8 el 49,01 %. En el segundo dia entre los valores de 0,7 - 0,9
estuvieron solo el 67,75 % de las células. De estos resultados se determina que en el
segundo dia hay una menor tendencia a la circularidad de las células C-I. La circularidad en
las células C-II en el segundo dia tuvo mayor proporcion entre 0,7 -0,8 con un 80,88% y en

el décimo el mayor porcentaje estuvo en 0,7 con 62,50.




En resumen, las denominadas C-I tienen como principales caracteristicas un nucleo con
cromatina laxa, nucléolo evidente y tendencia al incremento significativo del area nuclear y
de los indices de circularidad y en algunas de ellas la presencia de prolongaciones evidentes
que recuerdan a las neuronas. Es justo sefialar que no todas las C-I tienen grandes areas
nucleares con indices de circularidad cercanos a 1, sobre todo en el segundo dia de vida
postnatal lo que pueda explicar que sean precursoras de estas.
En el caso de las C-II, los indices de circularidad son menores y de ahi que se reafirme la
tendencia ser ovoideas, con menor area nuclear, mayor densidad cromatinica sin una
observacion precisa de su nucléolo, por lo que en cuanto a su identidad se considera deben
ser otras células no neuronales y aunque, a criterio de las autoras, se aproxima mas su
estructura a glias, hay que considerar que de ser los astrocitos serian sus pies vasculares lo
mas cercanos a las paredes capilares y no su cuerpo que debe estar alejado, lo que no se
comporta asi en las imagenes mostradas, ya que se hallan adosadas a la pared capilar
(microfotografia 3).
El otro aspecto es proponer una teoria que permita esclarecer la relaciéon que guardan estas
células y las paredes capilares.
Para dar respuesta a la pregunta: épueden las paredes vasculares servir para el sostén y
fijacion de los conos de crecimiento?, hay que analizar varios factores humorales que circulan
por estos vasos e intervienen en los procesos de neurogénesis como migracion y crecimiento
de prolongaciones neuronales; aquellos que dependen de la pared vascular capilar y otros
inherentes a las propias células nerviosas relacionados con los conos de crecimiento que son
los que establecen contactos adhesivos para la migracion y crecimiento.
Entre los factores que circulan en los capilares se hallan nutrientes esenciales para el
metabolismo neuronal en este momento de la vida, ademas fluyen numerosos factores que
salen al medio que son necesarios en este proceso neurogenético. Estos han sido muy
estudiados en el cerebro entre los que se sefialan las neutrofinas, NGF(factor de crecimiento
neuronal), también considerar la accidon de VEGF (factor de crecimiento del endotelio
vascular) y el BDNF (factor neurotréfico derivado del cerebro).'!1?
Existen relaciones entre los efectos ambientales de VEGF y la neurogénesis en condiciones
normales y se sefiala la inhibiciéon de la apoptosis en condiciones fisioldgicas de neurogénesis
como un mecanismo al menos parcialmente mediado por VEGF. Argibay sefialé la influencia
de este factor sobre células endoteliales vasculares maduras que secretarian BDNF y este
actuaria sobre los neuroblastos para convertirlos en neuronas. BDNF es un factor regulador
de la neuroadaptacion a través de una estimulacién o inhibicion de la proliferacién celular
ambiente dependiente. Otros factores son FGF-2 (Factor de crecimiento fibroblastico) que in
6



vitro es capaz de promover ademas de la proliferacion, la supervivencia neuronal. El factor
Sonic hedgehog (Shh) es capaz de estimular poderosamente la neurogénesis hipocampal*?
y Ruano sefiala que esta involucrada en el mantenimiento de las células progenitoras de los
adultos.?
Geneser sefiala que el cono de crecimiento axonal tiene la posibilidad de captar moléculas del
medio y transportarlos mediante el flujo axdnico retréogrado como los factores de crecimiento
nervioso.
Los capilares sanguineos en el sistema nervioso central tienen una pared lo suficientemente
estable y segura para que los conos de crecimiento neurales puedan servir como plano de
adhesion para el logro de sus movimientos ya que su pared esta formada por un endotelio
vascular y la lamina basal.!® En esta etapa tan temprana de la vida postnatal, las autoras no
consideran factible, ni se ha hallado en la literatura la presencia de pies vasculares de los
astrocitos conformando la barrera hematoencefalica. Es por esto que solo se consideraran
esencialmente el endotelio y su [dmina basal.
Las células endoteliales favorecen la renovacion de las células pluripotenciales y participan
en la modulacién de la expresion de moléculas de adhesion.!® Este endotelio se sefiala que
posee moléculas de integrinas.
Las integrinas son moléculas de adhesion heterofilica que tienen dos subunidades que quedan
incluidas en la membrana plasmatica celular. En algunos casos se unen a cationes divalentes
(Ca++, Mg++). Los cationes ejercen un papel clave en la funcion adherente de las integrinas.
Entre las integrinas propias de las células endoteliales esta la ¥5B1 o Receptor de fibronectina
y; aeB: 0 receptor de laminina que se une a las lamininas.*>*®
Tanto en el endotelio vascular como en neuronas se hallan caderinas: las VE-caderina,
caderina tipo 2 vascular endotelial, y las N-caderinas en las neuronas.'’
La Idamina densa de la |amina basal esta constituida por laminina, glicoproteina. Correa vy
Longart® asumen lo demostrado en el hipocampo por Lein PJ, Banker GA, Higgins D., los
cuales afirman la laminina favorece la adhesion, diferenciacion, la sobrevivencia y el
desarrollo de las neuritas. En el proceso de crecimiento y migracion axonal, la laminina puede
unirse a los conos de crecimiento neuronales.
Entre los otros componentes de la lamina densa se halla la fibronectina que es sefialado como
elemento de adhesidon que ayuda a avanzar. Se sefiala también que mediante los receptores
de fibronectina del plasmalema se genera un anclaje a las moléculas de fibronectina de la
matriz extracelular y de la 1dmina basal.'°
Por lo que se analiza hasta aqui se deduce que las paredes de los capilares poseen un
sistema de moléculas de adhesién factibles para garantizar el proceso migratorio. Ademas al
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estar estrechamente asociadas estas células pueden favorecerse en el proceso trofico y tener
mejor asequibilidad de factores humorales como los ya mencionados que contribuyen al
proceso de neurogénesis y a la migracién en si misma.

En relacién a las neuronas se sefiald ya por Cajal la existencia del cono de crecimiento tanto
en las futuras dendritas como el axon de estas células en el proceso de maduracién. Este
cono de crecimiento posee un nucleo central que posee filamentos, tubulos y mitocondrias.
Los conos de crecimiento estdn compuestos por una red de filamentos de actina F en su zona
apical y areas globulares de actina G en la base, ambas estructuras presentan polaridad que
determinan la orientacién del cono. °

Estos resultados permiten explicar varios aspectos relacionados con la migracion asi como el
crecimiento de las prolongaciones. Como todo movimiento celular estd dado por tres fases
que son las de proyeccién, adhesidon y retraccion. La proyeccion ocurre gracias a la
polimerizacién de la actina provocando la formacién de lamelopodios y filopodios; los que
requieren de moléculas de adhesion para el contacto con determinadas superficies o blancos
para que finalmente ocurra la retraccion que se debe a la despolimerizacion de la actina.

El proceso de la translocacion de las moléculas de actina debido a su despolarizacién o
desensamblaje como actina G resulta del movimiento caracteristico, el llamado flujo
retrogrado de la actina en los conos de crecimiento, que permite el desplazamiento hacia
delante de la neurita o la retraccion de la misma. La elongacién de las prolongaciones
neuronales ocurre entonces debido al alargamiento del citoesqueleto y de la membrana
recién sintetizada a nivel de los conos y junto a la fusion de vesiculas sinapticas con la
superficie del neurolema favoreciendo este crecimiento neural.’

Los cambios en la distribucion de integrinas en la membrana neuronal parecen estar
causados por modificaciones del citoesqueleto que ocurren como consecuencia de las sefiales
intracelulares generadas durante la activacion celular. Estas integrinas se unen a miembros
de la superfamilia de las inmunoglobulinas como las NCAM (CD56) que son importantes en el
desarrollo neural.***®

Los filopodios hacen contacto con las NCAM correctas, lo cual determina la direccion en la
cual continua su crecimiento. Durante la estabilizacion se incrementan las moléculas de
actina y el filopodio se une a las NCAM extracelulares en uniones homofilicas mediante
NCAM o con un receptor especifico para este en el filopodio, lo que luego causa la activacién
de sefiales intracelulares. También es capaz de unirse a los receptores de la membrana del

cono de crecimiento y adherirse al tejido circundante.®



Alberts refiere que la punta migratoria de un axén tiene caderinas en su superficie, lo que
debe permitirle la fase de adhesidén en su ruta migratoria y asi un pool de caderinas en las
vesiculas subyacentes al neurolema se liberan al alcanzar la superficie blanco.®
Las integrinas pueden formar complejos focales en momentos de migracién, ya que es una
de sus mas importantes funciones.'® Las células se adhieren a los sustratos por medio de sus
integrinas. Durante ese movimiento, la célula forma nuevos anclajes con el sustrato en la
direccion del movimiento, a la vez que libera otros ya formados en la parte posterior. Cuando
se liberan del sustrato, las moléculas de integrina retornan al interior de la célula mediante
procesos de endocitosis, 0 sea, son reciclados constantemente. Las integrinas logran cambios
conformacionales que aumentan su afinidad con sus ligandos y llegan a agruparse en ciertas
regiones de la membrana celular formando complejos de adhesion focal. En estos complejos
se asocian proteinas intracelulares capaces de generar sefiales de activacion como es la
proteina tirosin quinasa denominada FAK o kinasa de adhesién focal.'®
FAK es un importante integrador de sefales extracelular y modula la dinamica del
citoesqueleto en el control de la formacion de lamelopodios y filopodios y muchas de las
funciones de sefialamiento de las integrinas dependen de la FAK.'® Actla también
normalmente desensamblando adhesiones focales y estas pérdidas son necesarias en el
proceso de migracion.
El cono de crecimiento detecta y responde a moléculas de sefializacion que pueden ser de
retraimiento, giro o continuacion, que identifican las vias correctas, prohiben las incorrectas y
facilitan la formacion de sinapsis.'® El fendmeno de apertura y cierre de los conos de
crecimiento podria deberse a una respuesta a los movimientos realizados por estas
estructuras para permitir la elongacién de las neuritas .’
En el articulo anénimo “Corriente migratoria rostral, Brief la historia, Biologia celular,
Mecanica de Migracidn, la investigacion actual” reporta “ En la zona subgranular adulto, se
encontraron densos racimos de células que se dividen al estar anatdmicamente cerca de la
vasculatura, especialmente capilares... la vasculatura también proporciona el sustrato para la
nueva migracion neuronal después de una lesién en el cuerpo estriado adulto.?°Este articulo
referido a la regidn olfatoria sefiala células a lo largo de capilares, les llama vasculares sin
caracterizarlas aunque le confiere a esa asociaciéon caracter migratorio en el adulto después
de lesiones.
Después de sefalar los basamentos dependientes tanto del epitelio como de factores
humorales que intervienen y estan presentes en el hipocampo se puede concluir que: los
capilares poseen una estructura que proporciona el sostén y superficie, nutrientes y factores
de crecimiento que en ellos circulan junto a moléculas de adhesién de sus paredes y las de
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las neuronas asi como conos de crecimiento de las prolongaciones neuronales con los
elementos del citoesqueleto, especialmente la actina, reinen mas que otras estructuras las
condiciones para convertirse en el pilar migratorio, nutricional y de crecimiento de las
prolongaciones de las neuronas y sus precursoras hasta alcanzar su sitio definitivo de
emplazamiento.

CONCLUSIONES

Las autoras declaran que existen argumentos suficientes, los que se han expuesto y permiten
justificar una teoria migratoria neurogenética tréfica vascular postnatal temprana en el
Hipocampo como parte del Sistema Nervioso Central, lo que pudiera hallarse en otras areas
de este sistema y seria justo investigar este hecho y también su presencia en la vida
prenatal. Queda una brecha epistemoldgica abierta en este importante campo de la

neurogeénesis.
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ANEXOS

Microfotografia 1. Se muestra Fascia dentada de ratén BALB/c en el décimo dia
de vida postnatal demostrada con técnica de Nissl. Se observa capilar con
varias células C-I (C ) en relacidn a la pared capilar. La célula C-l sefalada con*
tiene nucleo con un area de 87,21pum’ y didmetros de 13,04 y 8,52 pm. Se
observan emergencias de prolongaciones en las bases celulares de esta célula. .
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Microfotografia 2. Observe células tanto C-I como C-ll asociadas a capilares en
el estrato lacunosum molecular de la regién de CA3 en el segundo dia de vida
postnatal.
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ricrofotografia 3. Células C-ll semuestranenlos capilares gque aparecenenlaimagen
delalaminamaoleculardelaFasciaDentadaen el decimo dia de vida postnatal
dermostrada conMétodo de Einarson. Estas células se diferencianbhiendelas
endoteliales capilares.
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