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Resumen

eComprobamos la existencia de neuronas NOS/NADPH-d a lo largo de la
corteza cerebral excepto en la regién correspondiente al "indusium griseum”.

e[ as encontramos en diferente proporcién segin las capas: la capa | casi no
posee células marcadas (2 o 3 por animal), las capas ll/lll y VI son las que las
presentan en mayor cantidad. En las capas IV y V son menos abundantes.

*Se ha comprobado la existencia de espacios, vacios de neuronas NOS, de
distinta amplitud, distribuidos de forma particular segin las distintas areas
corticales.

sfas neuronas NOS son no-piramidales y no espinosas, de morfologia
predominantemente bipenachada vertical, aunque las multipolares estrelladas
también son abundantes. Ademas se observan formas bipolares (son las menos
numerosas), bipenachadas horizontales, multipolares en "T" y un tipo neuronal no
clasificable entre los tipos morfolégicos habituales. A este uGltimo lo hemos
denominado de neuronas atipicas y estd constituido por células que poseen un
soma alargado, carente de una forma definible y con un arbol dendritico poco
abundante.

*Describimos la intima relacién existente entre algunas de las neuronas
NOS/NADPH-d y los vasos sanguineos corticales.

*Se comprueba la existencia de un rico neuropilo distribuido de forma
diferente en cada una de las areas corticales.

Se encuentran diferencias significativas, con la edad, en la distribucion del

neuropilo y de las neuronas piramidales de las diferentes poblaciones animales.
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Abreviaturas

Area’s corticales

area insular dorsal

area insular posterior

areas cingulares

area motora de la extremidad anterior
area frontal

area gustativa

area motora de la extremidad posterior
indusium griseum ‘
area occipital

area occipital binocular

area occipital monocular

area occipital medio-medial

area occipital medio-lateral

area occipital lateral

area parietal

area perirhinal

area retroesplenial

area retroesplenial agranular

area retroesplenial agranular

Otras

acido desoxirribonucleico
colecistocinina

reductasa del citocromo P450

factor relajante derivado del endotelio
flavin-adenin-dinucledtido
flavin-adenin-mononucleétido

acido gamma-amino-butirico
guanilil-monofostato-ciclico
guanilil-trifosfato
nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato
oxido nitrico sintasa

6xido nitrico sintasa endotelial (NOS IlI)
6xido nitrico sintasa inducible (NOS II)
6xido nitrico sintasa neuronal (NOS )
sistema nervioso central

sistema nervioso periférico

péptido intestinal vasoactivo
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Introduccion

ANTECEDENTES

Las primeras descripciones que se hicieron de las neuronas con la enzima
NADPH-diaforasa, son las realizadas en los trabajos pioneros de Thomas y Pearse
(1.961, 1964) y por Duckett y Pearse (1.964) donde se refieren a ellas como
"células solitarias”, aunque estén distribuidas practicamente por todas las éreas
cerebraies. Estas neuronas se identificaban selectivamente utilizando una reaccioén
histoquimica que ponia de manifiesto la presencia de una deshidrogenasa, la
diaforasa de la nicotinamida adenina dinucleé6tido fosfato reducido (NADPH-d). En
esencia, las neuronas que poseen esta enzima utilizarian el NADPH para reducir una
sal de tetrazolio dando como resultado el formazan, producto insoluble que

presenta un color azul {Thomas and Pearse, 1.964).

Aunque algunos autores confirmaron la presencia de tales neuronas no se
les di6 mucha importancia hasta que su existencia pudo ser demostrada en tejido

fijado con aldehidos (Vincent & Kimura, 1992).

Con la puesta a punto, por Scherer-Singler et al. (1.983), de una
modificacién de la técnica histoquimica para la determinacién de la NADPH-
diaforasa en tejido fijado con aldehidos, se consiguié una mayor eficacia y

reproductibilidad técnica en la determinacién de la enzima. Este hecho, unido a la
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constatacion de la coexistencia de la NADPH-diaforasa con los neuropéptidos
somatostatina y Neuropéptidb Y en ciertos centros nerviosos (Vincent et al.,
1.983,), reavivé el interés por conocer mdas detalladamente las poblaciones
neuronales que contienen NADPH-diaforasa. Por esa razén, la aparicidén de estudios
analizando la presencia de la NADPH-diaforasa en diversos centros nerviosos de
diferentes especies animales ha sido continua desde entonces. Asi, podemos
referirnos a los estudios sobre el estriado de larata (Vincent et al., 1.983,); corteza
visual del mono (Sandell, 1.986); estriado humano (Kowall et al, 1.987); corteza
cerebral de reptiles (Regidor y Poch, 1.987); corteza cerebral humana (Kowall &
Beal, 1.988); sustancia blanca de la corteza cerebral del gato (Mizukawa et al.,
1.988,); retina de conejo (Vaney y Young, 1.988); telencéfalo de gato (Mizukawa
et al. 1.989); estriado y neoestriado y telencéfalo basal (Schober et al., 1.989);
corteza visual de la rata (Hedlich et al., 1.980); hipocampo del mono (Mufson et
al., 1.990); complejo amigdalino humano (Sims & "Williams, 1.990); telencéfalo
basal de la rata {Pasqualotto y Vincent, 1.991); hipotalamo humano (Sangruchi y
Kowall, 1.991); médula espinal de reptiles (Luebke et al., 1.992); cerebelo de la
rata (Southan et al., 1.992); médula espinal de la rata (Valtschanoff et al., 1.992);
bulbo olfativo de la rata (Alonso et al., 1.993); sistema auditivo de la rata (Druga
& Syka, 1.993); ganglios basales de mamiferos (Geula et al., 1.993); amigdala de
la rata (McDonald et al., 1.993); corteza cerebral humana (Fischer & Kuljis, 1.994};
corteza cerebral del gato (Kuchiiwa et al., 1.994); hipotalamo de la rata (Miyagawa

et al., 1.994).
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La enzima NADPH diaforasa también ha sido estudiada en el desarrollo
embrionario y postnatal de diferentes areas cerebrales: hipocampo de rata
(Mellgren, 1.973); telencéfalo de ratén (Derer & Derer, 1.993); neocortex de larata
(Yan et al., 1.994); corteza prefrontal de la rata (Tomic et al., 1.994) y telencéfalo

de la rata (Samama et al., 1.995).

Varias revisiones y estudios generales de la distribuciéon de células con
NADPH diaforasa en el cerebro de la rata (Leigh et al., 1.980; Vincent y Kimura,
1.992) y del gato {Mizukawa et al., 1.989), han permitido tener una idea global de
la tipologia y la distribucién de esta poblacion de neuronas en los diversos centros

nerviosos.

En sus estudios caracterizacion histoquimica de la NADPH-d, Hope and
Vincent (1.989) quienes, por medio de una caracterizacién histoquimica,
determinaron que se trataba de un enzima fijado a membrana y diferente a las
otras deshidrogenasas conocidas. La enzima NADPH-diaforasa es, portanto, una
mas de las deshidrogenasas presentes en el sistema nervioso centra.l {SNC) vy en
el periférico, cuya funciéon en el metabolismo nervioso era desconocida (Mellgren,
1.973; Sims et al., 1.974), lo que condiciond la escasa atencién que se le presto
durante casi una década. No obstante, era previsible considerar que las neuronas

que posefan la NADPH-d debian jugar algun papel importante en el SNC.
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relacion de la enzima nadph-diaforasa con la formacién de 6xido

nitrico en el sistema nervioso.

El descubrimiento, realizado en 1.980 por Furchgott y Zawadski, de que el
endotelio jugaba un papel fundamental en la vasodilatacion y de que esa actividad
se realizaba mediante la sintesis y liberacidn por el mismo de una molécula que
actuaba sobre las fibras musculares, desconocida en ese momento -y ala que ellos
denominaron EDRF (factor relajante derivado del endotelio)-, permitié que afios mas
tarde dos equipos distintos de farmacdélogos establecieran experimentalmente que
el postulado EDRF era una molécula sosprendente: el radical libre éxido nitrico -NO-

(ignarro et al., 1.987; Palmer et al., 1.987).

Esta molécula biolégica fue en un comienzo recibida con bastante
excepticismo por la comunidad cientifica, aunque en la actualidad esté

absolutamente aceptada.

Establecido que el éxido nitrico podia considerarse como un nuevo mensajero
celular (Bredt & Snyder, 1.994,) con caracteristicas y propiedades peculiares, y
conocida la ruta metabdlica para su formacién (Palmer et al., 1.988; Moncada et
al., 1.991,), pronto fue determinada su presencia en multiples sistemas organicos

(Moncada et al., 1.981,).
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Las primeras observaciones, en las que se estudié el papel que jugaba el NO
en el funcionamiento del cerebro, fueron hechas por Miki et al. en 1.977, quienes
enconfraron que, en homogeneizados de corteza cerebral de ratdén, la enzima

guanilato ciclasa era activada por el NO.

En 1.988, Garthwaite et al.,, en sus trabajos sobre los efectos de los
neurotransmisores activadores en el cerebelo, reconocen al 6xido nitrico como un
mensajero celular en el sistema nervioso implicado en la activacion de la enzima
guanilato ciclasa, circunstancia que abridé nuevas e importantes perspectivas en el
estudio de su funcidén en la actividad cerebral. La presencia de la enzima formadora
de éxido nitrico, la 6xido nitrico sintasa (NOS), en el cerebro fue confirmada por
Knowles et al., (1.989) y subsiguientemente purificada por Bredt y Snyder, (1.980)

y clonada y secuenciada por Bredt et al., {1.991,).

La relacidn entre la NOS y la NADPH-diaforasa fue considerada por primera
vez por Hope & Vincent, en 1.989, y definitivamente establecida de forma paralela
por Dawson et al., 1.991 y por Hope et al., 1.991. Coinciden ambos estudios en
la intima relacién entre las dos enzimas, considerandose que la actividad NADPH-
diaforasa es parte del complejo enziméatico de la NOS. Ademds, se comprueba,
tanto en el cerebro como en el sistema nervioso periferico (SNP), que la localizacion
de la NOS se corresponde con la NADPH-diaforasa (Dawson et al. 1.991). Estos

datos permitieron reinterpretar la informacién disponible hasta el momento acerca
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Introduccion

de las neuronas con NADPH-diaforasa, las cuales podian considerarse, entonces,

como células productoras de 6xido nitrico en el sistema nervioso.

El empleo de anticuerpos contra la NO‘S cerebral permitid el estudio de su
presencia en diversos centros nervioso (Aokietal., 1.993; Bredtetal., 1.991; Dun
et al., 1.992; Egberongbe et al., 1.994; Grossman et al., 1.994; Hashikawa et al.,
1.994; Holmqvist et al., 1.994; Nisbet et al., 1.994; Peng et al., 1.994; Snyder &
Bredt, 1.991; Sugaya & McKinney, 1.994; Valtschanoff, 1.993,y 1.993,; Wenland
et al., 1.994), incluyendo un amplio estudio sobre la distribucién de las neuronas
con NOS en el sistema nervioso central de la rata (Rodrigo et al., 1.994). Todos
estos estudios completan, y coinciden con pequefas discrepancias, los datos

obtenidos mediante la aplicacién de la histoquimica de la NADPH diaforasa.

el oxido nitrico y la sintasa del oxido nitrico.

El NO es una molécula pequefia, un radical, que es producida inicialmente
como un gas y que tiene una vida media de 2 a 30 sg.. Posee la importante

caracteristica de poder difundir libremente a través de las membranas bioldgicas.

La enzima generadora de este gas, el NO, es la sintasa del NO {NOS). Este
es producido por medio de una reaccién de deaminacién oxidativa del aminoacido

* {aa) L-arginina, siendo una tipica reaccién de 6xido-reduccién conocida como "la
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ruta de la L-arginina-NO" (Palmer et al., 1.988; Moncada et al., 1.991,). Para que
la enzima realice esta reéccién se requiere la presencia de las moléculas de O,,
calmodulina, tetrahidrobiopterina (BH,), el grupo Hemo y los coenzimas NADPH,
FAD y FMN, y como producto se obteniene otro aminoacido -la L-citrulina- y el NO

(Moncada et al., 1.991,; Griffith & Stuehr, 1995).

El NO puede ser producido por una gran variedad de células y tejidos en los
diferentes 6rganos, con una variedad de funciones fisiolégicas enormes, entre las
gue destacamos la vasodilatacion, la agregacién y adhesion plaquetaria, la
citotoxicidad, el control de la secrecién hormonal y neuronal, etc. (Moncada et al.,

1.991,; Lowestein et al., 1.994).

De la enzima productora del NO se conocen y se han podido caracterizar tres
isoenzimas (Bredt & Snyder, 1.994,; Knowl\es & Moncada, 1.994) de las cuales la
primera fue descubierta en el sistema nervioso central (SNC) por lo que se le llamé
"neuronal” (Bredt & Snyder, 1.990). De las otras dos, una se encontré en los
macréfagos, se la denomind "inducible" (Lowenstein et al., 1.992; Lyons et al.,
1.992; Xie et al., 1.992), y la otra en el endotelio vascular, llamandosela

"endotelial” { Janssens et al, 1.992; Lamas et al, 1.992).

Actualmente se ha podido demostrar que estas sintasas se encuentran,

ademads, en otros tejidos diferentes a los que inicialmente fueron descubiertas
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(Nathan, 1.992), por lo que en estos momentos se denominan de la siguiente

manera:
e Alaneuronal (NOSN) .. ... .. ... . . ... .. tipo |
¢ A la inducible (macrofagos, NOSi) ... ... ......... .. .... tipo !l
e Alaendotelial (NOSe) .. ...... ... . . ... ... tipo

Las tipo | y tipo 11l son constitutivas y dependientes de Ca*™, es decir, para
que el enzima se active es necesario que exista Ca* ™ libre en el citosol en ese
momento, mientras que la tipo I, la inducible, no necesita del Ca** y ya es activa

desde que es producida.

Las tres isoenzimas presentan un lugar de unién para el coenzima NADPH y
los coenzimas flavinicos FAD Y FMN. También poseen las tres un lugar de unién
para la calmodulina, circunstancia que se da también en la tipo |ll, aunque no sea

Ca** dependiente. Y todas se unen, asimismo, a la tetrahidrobiopterina (BH,).

Las NOS tipo | y lll poseen, ademas, un lugar de fosforilizacién (Bredt et al.,
1.992) que no esta presente en la tipo ll. Por otro lado, la tipo Il tiene un lugar de
miristilacion que es el que le permite la unién a la membrana, por lo que la tipo llI
es un enzima ligado a membrana mientras que, la | vy la Il, al no poseerlo, son

enzimas solubles, citoplasmaticas ( Pollock et al, 1.991; Busconi & Michel, 1.993).
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La regulacién de este enzima, como se ve, es multiple y muy importante,
porque el NO no puede ser almacenado, captado o inactivado, después de la
liberacién sindptica por los mecanismos convencionales de regulacién. Es, por

tanto, uno de los enzimas biolégicos mas regulados.

La reaccion y la regulacién varia entre las NOS constitutivas y la inducible.
La primera diferencia es la disponibilidad del enzima: mientras que las constitutivas
siempre estan presentes, la inducible se produce después de que la célula recibe

una sefal que induce su produccion.

La reaccién para la activacién y produccién del NO, teniendo la misma
consecuencia final, presenta importantes diferenéias. Asi, en la inducible, después
de ser activada su produccion, obtenemos unos mondémeros inactivos del enéima
a los que se le une la calmodulina, sin que por ello se activen (Cho et al, 1.992)
hasta estar en presencia de la L-arginina, el grupo hemo y la BH,, forméandose ahora
un dimero activo que genera la reaccién de d-aminacién de la L-arginina (Nathan &

Xie, 1.994).

En el caso de las isoenzimas constitutivas, en las que el Ca™™ es
imprecindible, tenemos siempre mondmeros inactivos en la célula, que unidos a la
L-arginina, el grupo hemo y la BH, forman dimeros inactivos (Baek et al, 1.993;

Schmidt et al., 1.991), a los que puede unirse el Ca*™ -por medio de la
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calmodulina- y, activandose en ese momento, producen entonces una reaccién

andloga a la que sucede con la tipo Il -la inducible- (Abu-Soud & Stuehr, 1.993).

La NOS tipo | (neuronal) puede ser identificada usando técnicas
histoguimicas, que detectan la actividad NADPH-diaforasa (Vincent & Kimura,
1.992), o inmunohistoquimicamente, usando anticuerpos {Ac) producidos contra

la NOSn (Bredt & Snyder, 1.992).

La caracterizacion y aisiamiento de la NOSn, por Bredt and Snyder (1.990)
en el cerebelo, fue lo que permitié reconocer inmunohistoquimicamente la

localizacién de este enzima en el SNC.

la nos y el neurotransmisor glutamato.

Como ya se ha comentado, la NOSn, como la NOSe, es una enzima Ca**
depeﬁdiente. Uno de los caminos por los que el Ca*™* puede entrar a la neurona es
a través de el receptor NMDA-glutamato. Este receptor es una glucoproteina
transmembranosa que acttia como canal selectivo de Ca*™: cuando el glutamato
es liberado dentro de la hendidura sindptica puede unirse al receptor NMDA
permitiendo entonces la entrada de Ca™* en la neurona postsinéaptica (Garthwaite

et al.,, 1.991).

antecedentes 12



Introduccion

Este canal para el Ca** tiene un complicado mecanismo de funcionamiento,
con una amplia y selectiva reéulacién. Requiere, ademds de la presencia del
neurotransmisor, de una deporalizacién de la membrana que permita la salida del
interior del canal de un 4tomo de Mg** que tapona fisicamente dicho canal. Con
todo, adn hay que tener en cuenta una serie de lugares de régulacién, como es un
punto de unién para la glicina, otro para el Zn y otro, en el interior del canal, que

une drogas del tipo de la fenciclidina (PSP) o de la Ketamina.

La depolarizacién de membrana, necesaria para la liberacion del Mg*™*, se
consigue por medio del propio glutamato que al unirse a otros receptores no-
NMDA, tanto ionotropicos como metabotrobos, permite la entrada masiva de Na™

a la célula (Bredt & Snyder, 1.994,; Schuman & Madison, 1994).

Producida su entrada al interior de la neurona postsindptica el Ca**, se une
a la calmodulina en la NOS, la activa y el NO producido difunde hacia el exterior de
la célula: de esta manera puede actuar sobre las células vecinas (neuronas,
astroglia, endotelio vascular e incluso a la neurona presinéptica), asi como sobre
la propia célula generadora, pudiendo actuar a la misma vez como mensajero y
como neurotransmisor (Garthwaite et al, 1.991; Snyder and Bredt 1.991). De igual

manera, el calcio puede ser liberado de los reservorios intracelulares por la accion

del trifosfato de inositol {IP;) generado tras la activacién de los receptores
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metabotrépicos de glutamato o por los receptores metabotrépicos de la

noradrenalina o de la acetilcolina.

el NO como mensajero celular.

El NO en el SN es considerado como un mesajero celular atipico (Bredt &
Snyder, 1.994,}, ya que no necesita de un receptor, no se acumula en vesiculas
presinapticas y, una vez sintetizado, difunde libremente sin necesidad de
iransportador a través de las membranas. Hasta este momento no se conocia
ninguna molécula, salvo el acido araquiddnico, que pudiera explicar dichas

actividades y actuara de esta manera.

Dadas su propiedades fisico-quimicas, el NO puede actuar como un
mensajero retrégado difuso, siendo su accion diferente a la ya conocida de los
modelos establecidos en la comunicacién neuronal: por ej.; el feedback y la
secrecidn paracrina de neuropéptidos. En este dltimo caso, los mensajeros liberados
por secrecion paracrina requieren de receptores locales y, por consiguiente, la
comunicacién es selectiva; sin embargo, el NO liberado en el neuropilo puede
actuar sobre todas las células de los alrededores. El feedback neuronal también ha
sido considerado discreto y preciso, sin embargo, la accién retrograda del NO
también es posible porque difunde libremente y no requiere de receptores en las

células diana.
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La actuacién del NO se explica a partir de su propia naturaleza como radical
libre, circuntancia que le lleva a presentar una gran avidez por unirse a otras de
moléculas y de forma especial con algunas de ellas, entre las que se encuentran las
que poseen un grupo hemo. El grupo hemo posee un Fe***, que le cede un ¢ al
radical NO, pasando del estado férrico (Fe**™*) al ferroso (Fe**). La accién del NO
sobre las proteinas hemo es amplia, ya que todas ellas son afectadas por el NO de

alguna manera.

En el organismo, una de las moléculas que llevan este grupo hemo es la
guanilato ciclasa, enzima que tomando GTP va a producir GMP_, importantisimo
mesajero celular que va actuar a su vez sobre una serie de proteinas, que estan
presentes en las neuronas y que para activarse requieren de su presencia por lo que

dependeran, a su vez, de la activacién de dicho enzima por la llegada del NO.

Pero no solo es el grupo hemo el que interactia con el NO, también lo hace
el cluster Fe-sulfuro: nitrosila una serie de proteinas, desfosforila a otras y actdia,
también, sobre el ADN, con lo que realizan una serie de acciones sobre el propio

material genético (Zhang & Snyder, 1995).

Como se comentd, lo importante, lo interesante de este mecanismo es que

el NO producido en la célula postsindptica actla sobre la célula presinédptica v,
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hasta ahora, no habfa ningun sistema, ninguna molécula biolégica conocida que

presentara esta actividad (Snyder & Bredt, 1.991).

La postulacion de un mensajero retrogado ya habia sido expuesta: Donnald
Hebb (1.949) intuia que tenia que existir algo que, de alguna manéra, informara a
la propia neurona estimuladora para que, de esta forma, se estableciera un proceso
de aprendizaje. El decia: "cuando el ax6én de una neurona A excita a una neurona
B y lo hace de una forma repetitiva, se produce algin cambio en la estructura o el
metabolismo de una o de las dos células, de tal forma que la eficiencia de A

aumenta segldn se incrementa la actividad de B".

De este hecho conocido, desde hace ya 45 ainos, se desconocia la molécula
responsable y es ahora cuando se puede ir evidenciando que molécula bioldgica

puede tener relacién con en esta actividad.
La actividad neuronal relacionada con los procesos de plasticidad,

aprendizaje y memoria pueden ser explicadas aceptando la existencia de un

mensajero celular de esta clase (Schuman & Madison, 1994).
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regulacion de la NOS.

El sistema debe estar regulado exquisitamente porque un sistema como éste

no puede estar actuando de forma continua.

Y es la propia enzima NOS la que regula el sistema: el NO producido se une
al grupo hemo de su sintasa y la inactiva (Rengasamy & Johns, 1.993; Rogers &
Ignarro, 1.992). Por otra parte, también inactiva al receptor del glutamato,

nitrosildndolo. Controlando, de esta forma, ia produccién del NO.
degradacion del NO.

A pesar de todo ésto, hay que tener encuenta que, aunque el NO actie de
esta forma en el SNC en condiciones normales, los excesos del NO son
neurotdxicos e intervienen en numerosos mecanismos fisiopatolégicos cerebrales

(Gross & Wolin, 1995).

De esta forma es como se utiliza el sistema de la NOSi (tipo II) en la
respuesta inmune, produciendo, justamente, grandes cantidades de NO para asi
destruir los elementos extranos (bacterias, tejido extrafio...): es un rechazo tisular

que actda sobre ese tejido dafidandolo, destruyéndolo y elimindndolo.
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La razdén por la que el NO puede llegar a ser daflino esta en su propia
naturaleza ya que es un radical libre. La célula produce habitualmente otros
radicales libres entre los que encontramos el radical superéxido, que va a
interactuar muy rapidamente con el NO para producir una nueva molécula que es

el peroxinitrito (Stamler, 1994; Butler et al., 1995b).

El peroxinitrito es una molécula absolutamente dafnina para la célula, es un
radical de una reactividad enorme, mucho mas reactivo que el NO y va a ser el
responsable de toda una serie de reacciones de peroxidacion, fundamentalmente
de peroxidacion de lipidos. Desde el punto de vista bioldgico, la actuacién sobre los
lipidos va desencadenar una catastrofe celular, produciendo un mal funcionamiento

de la célula e incluso puede llegarse a la destruccion de [a misma.

El proceso puede continuar al ser reducidos los peroxinitritos, por una serie
de protones; de esta forma se produce el radical nitrosilo que a su vez dara lugar
al oxido nitroso que, sin embargo, no tiene actividad alguna pudiendo considerarse
inocuo. Pero, ademas, se libera otro radical, el hidroxiio, que es el radical mas

dafiino, m&as reactivo y mas agresivo que se conoce.

De manera que, de forma directa, formando peroxinitrito, o de forma

indirecta, por la degradacion de estos peroxinitritos -liberando después un radical
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hidroxilo-, nos encontramos con una molécula que producida en determinadas

circunstancias puede ser extremadamente dafnina para la célula.
la NOS y los vasos sanguineos.

Otro de los procesos, en SNC, en los que parece estar relacionado de alguna
manera el NO, es en el control del flujo sanguineo cerebral (Umans & Levi, 1.995).
En este proceso estarfa implicado no sélo el NO producido por el endotelio de los
vasos intracerebrales (lnagami et al, 1;995) sino también el producido por las

neuronas (Estrada et al., 1.993; Regidor et al., 1.993,; Zhang et al., 1.995).

Se debe de tener en cuenta que el cerebro responde de una manera particular
a los requerimientos de un aumento en el flujo sanguineo: no responde de manera
masiva, sino que lo hace con un aumento a demanda segun el trabajo que se vaya

a realizar (Silver, 1.978).

Las neuronas necesitan fundamentamente dos cosas para trabajar: oxigeno
y azucar {(glucosa), sustancias gue obtienen del flujo sanguineo. Se puede
considerar que el sistema nervioso posee dos sistemas para régular dicho flujo: un
sistema basal, que hace que las neuronas esten funcionanado normalmente, y otro

sistema de aumento a demanda, para poder sobrealimentar a las zonas que van a
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actuar momentaneamente. Incluso, a veces, el drea que necesita un mayor flujo se

reduce, en extension, a la correspondiente a un solo vaso sanguineo.

Teniendo en cuenta que se ha podido detectar una serie de neuronas
productoras de NO que se encuentran completamente adheridas a los vasos
sanguineos cerebrales -situadas fundamentalmente en las zonas donde estos vasos
sanguineos se ramifican- hay autores, como Estrada et al. (1.993), Regidor et al.
(1.993,) y Zhang et al. (1.995), que postulan que, aparte de la posible activacion
y regulacién que pueda tener la actividad de la NOS del endotelio de ese vaso,
existe una activacién adicional que va a ser de origen neuronal y que esta
relacionada con estas neuronas adheridas a los vasos : el NO liberado va a difundir
a su entorno llegando al mdsculo liso vascular y, por tanto, va a contribuir al

aumento del flujo sanguineo, ejerciendo un control absolutamente de tipo local.

NOS contenidas en el SNC.

La NOS contenida en las neuronas puede ser encontrada virtualmente en
todas las regiones del cerebro, entre las que destacamos al neocortex y al
hipocampo, que son dos regiones directamente involucradas en los procesos de

aprendizaje y de memoria.
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En la corteza cerebral -en el neocortex- vamos a encontrar dos grandes
grupos de neuronas: las neuronas piramidales, abundantes y caracterizadas por
poseer neurotransmisores excitadores clasicos, que son las que van a procesar la
informacion, y las neuronas no-piramidales que, situadas precisamente entre las

piramidales, modulan la actividad de éstas.

Por tanto, la actividad nerviosa global va a estar regulada por medio de una
conjuncién de actividades o de interrelaciones entre las neuronas excitadoras

piramidales y las no-piramidales, en su mayor parte inhibidoras.

La primera NOS que se detectd en el cerebro fue la denominada neuronal,
y fue observada en neuronas no-piramidales (Bredt et al., 1.891,; Schmidt et al.,

1.992; Valtchanoff et al., 1.993,).

Entonces se dio por sentado que en el SNC, en la corteza cerebral, las
neuronas . que llevaban este enzima, eran neuronas no-piramidales. Pero
investigaciones posteriores han indicado que, bajo determinadas circunstancias
experimentales, neuronas piramidales del neocortex, o del hipocampo, pueden
expresar NOS tanto "in vivo"” (Regidor et al., 1.993,) como "in vitro" (Divac et al.,
1.993) y que dicha actividad, ademas, puede ser suprimida (Kitchener et al. 1.993;

Regidor et al. 1.994).
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A nivel del hipocampo no se ‘observa casi ninguna neurona que en
condiciones normales manifieste la NOS, aunque si podemos ver una gran cantidad
de neuronas piramidales en situaciones experimentales. Recientemente se ha
confirmado que estas neuronas presentan la isoforma endotelial (Dinerma et al,
1.994), que parece ser la responsable de la produccion de NO durante la
potenciacién sinaptica de larga duraciéon (LTP) {O "Dell et al, 1.994). Ademas,
parece ser que las neuronas piramidales observadas en el neocortex con actividad
NADPH-d (Regidor et al, 1.893,) podrian expresar la isoforma endotelial (tipo lil)

(Divac et al, 1.993).

En definitiva, podemos considerar que las neuronas piramidales, mucho mas
abundantes que las no-piramidales, sin embargo no presentan la enzima neuronal;

por el contrario, poseen la de tipo endotelial.
Ademas de lo ya expuesto, hemos de tener en cuenta que:

1.- el glutamato, como neurotransmisor, estéa relacionado con los procesos
de potenciacién sindptica de larga duracion (LTP) que es uno de los fenomenos
implicados en la base neuronal de la memoria (Siegelbaum and Kandel 1.991). El
NO, ha sido propuesto como mediador "hebbiano” del aprendizaje (Gally et al.
1.990) tanto en los fenomenos de LTP (Bohme et al. 1.991) como en los

. fenémenos de LTD (Shibuki and Okada 1.891), lo implicaria la participacion del NO

antecedentes 22



Introduccion

en los procesos de plasticidad neuronal y en el control del desarrollo de las redes

neuronales (Gally et al. 1.990).

2.- existe una evidente relacidon del NO con los aminoacidos excitadores
implicados en los procesos de neurotoxicidad, neuroproteccion vy
neurodegeneracion (Meldrum & Garthwaite 1.990; Beckman, J.S. 1.991), siendo
de particular interés la relacion existente con los procesos de envejecimiento
cerebral, donde los neurotransmisores excitadores estan directamente involucrados
(Deutsch and Morihisa 1.988; Greenamyre et al. 1.988; Steele et al. 1.989; Kito

et al. 1.990).
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OBJETIVOS

En la realizacién de este trabajo nos hemos planteado ios siguientes

objetivos:

1.- Establecer las caracteristicas morfolégicas de las neuronas NADPH-

diaforasa en la corteza cerebral de la rata adulta, atendiendo a su:

- Distribucién

- Tipologia neuronal

2.- Establecer el patron de distribucion del neuropilo en la rata adulta.

3.- Estudiar las modificaciones en dicha poblacion neuronal y del neuropilo

durante el proceso de envejecimiento.

4.- Conocer la intima relacidon de estas neuronas con los vasos sanguineos

corticales.
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2.1.- ANIMAL DE EXPERIMENTACION.

En la realizacién de la parte experimental de nuestro trabajo hemos

utilizado 65 ratas Sprague-Dawley a las que separamos en tres grupos:

A.-Fijadas con paraformaldehido.
B.-Fijadas con glutaraidehido.

C.-Tradadas para inmunohistoquimica.

A su vez cada uno de estos grupos se subdividen en tres poblaciones

de edad a excepcidén de los animales de inmunohistoquimica:

El grupo A, fijado con paraformaldehido:
A,;.-Adultas de 2 a 4 meses de edad
A,.-Viejas de 23 a 36 mesés de edad.

A;.-JOvenes de 1 mes de edad.
La poblacién de adultas estaba formada por 24 animales en total: 20

hembras (11 de 2 meses, 7 de 3y 2 de 4) y 4 machos (1 de 2 meses y 3 de

3).
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La poblacion de viejas por 22 especimenes: 12 hembras (7 de 23
meses, 1 de 27, 1 de 30 y 3 de 36) y 10 machos (3 de 25 meses, 2 de 28,

1 de 30, 1 de 31, 2 de 32 y 1 de 34).

La poblacidn de jovenes por 3 animales: todas hembras.

E! grupo B, fijado con glutaraldehido:
B;.-Adultos de 3 meses.
B,.-Viejos de 23 a 36 meses.

B,.-Jovenes de 1 mes.

Las poblaciones de adultos y viejas estan constituidas por 3 animales
cada una (todas hembras), mientras que la poblacién joven incluia 4 ejemplares

(2 machos y 2 hembras).

El grupo C de inmunohistoquimica estaba constituido por 6 animales
adultos de 3 meses que se dividieron a su vez en tres gupos:
C,.- 2 animales para la NOS neuronal o NOS 1.
C,.- 2 animales para la NOS endotelial o NOS lil.

C,.- 2 animales para la NOS inducible o NOS Ii.
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Los animales fueron tratados en las condiciones de agua y alimentacion
comercial ad libitum y luminosidad habituales (12 horas de luz/ 12 horas de
oscuridad). En todos los casos, los animales fueron tratados siguiendo las
especificaciones que, sobre utilizacién de ahimales de experimentacién, ha

dictado la Comunidad Europea.
2.2.-PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
El protocoio seguido fue el siguiente:
2.2.1.-Técnicas quirtrgicas.
*Anestesia.

La anestesia de los animales se llevé a cabo mediante inyeccidn

intraperitoneal de Equithesfn® a una dosis de 3,3ml/Kg de peso.

La composicién del equithesin es la siguiente:

-Pentobarbital sédico . . .. ................................ 0,97 g.
SEtanol de 980 L L. e e e e e e e e e e 7,6 mil.
-Hidrato decloral ... .. . . e e 4,26 g.
-Propilen glicol ... .................................. 42,8 ml.
-SulfatodeMg  ........ ... . ... .. EEREEEERIPRE 2,1 g.
-Aguabidestilada ... ... .. .. e hasta 100 cc
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ePerfusion.

Anestesiado el animal se procedié a realizar la perfusién por via
intracardiaca. Una vez colocado en posicién de decuibito supino sobre la mesa
de intervencion, realizamos una incision longitudinal de la pared abdominal,
accedemos al interior de la cavidad y separamos las estructuras hasta dejar
visible el diafragma. Posteriormente, abrimos el diafragma y la parrilla costal
es cortada lateralmente y separada ventralmente para acceder a la cavidad
toracica y al corazén. Canalizamos el ventriculo izquierdo con una cénula que
contiene suero fisiolégico y ocluimos, con una pinza mosquito, la aorta
descendente. Abrimos la auricula derecha y mediante un sistema de perfusién
neumatico mantenemos una presion de perfusién de 70 - 80 mmHg. Después
del "lavado" del sistema vascular continuamos con la solucién fijadora,
comenzando de esta forma la fijacién del encéfalo y de la parte anterior del
cuerpo, hasta inyectar alrededor de unos 450 cc, durante aproximadamente

unos 20 minutos.

La solucion fijadora fue diferente segin los grupos: usamos la
preparacién de paraformaldehido al 4% en tampon fosfato 0,1 M. con un pH
de 7.4 en el grupo A y la solucién de paraformaldehido al 0.5 % con
glutaraldehido al 2% en tampdn fosfato 0,1 M con un pH de 7.4 en el grupo

B.
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eExtraccion y tallado del encéfalo.

Tras la perfusion se pone a descubierto el craneo mediante el corte y

diseccidn de la piel y el legrado de los musculos que recubren el créaneo.

Estando el craneo descubierto se van extrayendo a trozos los huesos del
mismo hasta dejar visible la cara dorsal del encéfalo cubierto por las meninges,
a continuacidén abrimos la duramadre, se movilizan los bulbos olfatorios, los
nervios 6pticos y pares craneales en general y se va levantando el encéfalo
hasta extraerlo por completo. Por uitimo, se limpia de meninges y es
depositado en la solucién de post-fijacién, que es la misma para ambos
grupos, paraformaldehido al 4% en tampdn fosfato 0,1 M con un pH de 7.4,
donde pérmaneceré durante 2 horas a 4° C. Después el cerebra es lavado con
tampén fosfato 0,1 M. a pH 7.4 duhrante 15 minutos y finalmente pasan a
sacarosa al 15% en tampon fosfato 0,1 M. a pH 7.4 durante toda la noche,

en nevera.

Los cerebros fueron fraccionados en dos piezas por medio de un corte

coronal a un nivel que corresponde aproximadamente al quiasma éptico.
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2.2.2.-Técnicas histoldgicas.

Una vez extraidos los cerebros, post-fijlados y troceados fueron

procesados de la siguiente forma:

Se realizaron cortes coronales de 50 micras en vibratomo Bio-rad Micro-

cut H-1.200.

Se obtuvieron cortes seriados que se distribuyeron en tres o cuatro
series paralelas:
1.- Nissl
2.- NADPH-diaforasa o NADP-diaforasa

3.- Una de reserva en solucidn crioprotectora.

Ocasionalmente se realizé una serie mds en la que realizamos las

técnicas de acetil-colinesterasa o de citocromo-oxidasa.

La técnica del Nissl se utilizd6 como control en la delimitacién de las

capas y los campos de la corteza cerebral.

Las técnicas de NADPH-diaforasa (directa e indirecta) fueron utilizadas

para marcar las neuronas con sintasa del 6xido nitrico.
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sTécnica de Nissl

Los portas de nuestra primera serie fueron tefiidos con Violeta de

cresilo:

Etanolabsoluto .. .o h e e e 60 ml.
sAguadestilada ... ... ... e e 300 mi.
-Acido acéticoglacial ... ... .. . e 10 ml.
Violetadecresilo . ... . e e 1,5g.

Después de tefidos los cortes fueron deshidratados, aclarados con xilol

y montados con Eukitt.

2.2.3.-Técnicas histoquimicas.

Para el marcaje de las neuronas NO sintasa hemos utilizado dos técnicas

distintas obteniendo resultados que consideramos equiparables.

Parala NADPH-diaforasa directa se utilizé la técnica descrita por Vincent

S.R. and Kimura 1992.

Para la NADPH-diaforasa indirecta utilizamos la técnica descrita por

Scherer and Singer (1983), y por Vincent (1983).
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eNADPH-diaforasa (método directo)

El medio de incubacion consistié en:

-Tampén fosfato 0,2 MapH 7,4 ... .. . .. e 50 cc.
STrton X-T00 . oo e e 0,3 cc.
BT o e e e e 0,014
B-NADPH . e e e 0,1g.
-Agua bidestilada . ... ... . s Hasta 100cc.

Los cortes fueron incubados en susbensién en condiciones de oscuridad
y alrededor de 37° C., durante aproximadamente 60 minutos y comprobado
al microscopio que la tincién era la éptima. Posteriormente los cortes fueron
lavados, colocados en los portas, secados, deshidratados y montados con

Eukitt.

sNADPH-diaforasa (método indirecto)

El medio de incubacidon consistié en:

STris-CIH 1T ML {PH 8) Lt ettt e i e e e e 10 mi
RB-NAD P e e 0,07654 g.
NBT e e e 0,0165 g.
-Sofucién malato 1580 mM. . . . .. . e 10 mi
STWEEN BO . i e e e e e e e e e 0,4 mi
-Agua bidestilada . ... ... . o e hasta 100 mi
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En esta técnica los cortes, antes de ser incubados, son lavados en agua
corriente y luego se incuban en oscuridad y alrededor de 37°C durante un
tiempo aproximado de 90 minutos; al igual que en la técnica anterior fueron
comprobados al microscopio. Nuevamente fueron lavados, colocados en los

portaobjetos, deshidratados y montados con Eukitt.
eSerie de reserva

La intencién de esta serie es mantener el material a -20° C
preservandolo de dafo tisular, con el fin de poder utilizarlo en la realizacién de

estudios posteriores.

Para ello utilizamos una solucién anticongelante compuesta por:

-30% de glicerol.
-30% de etilenglicol.

-40% de tampo6n fosfato 0,1 M. a pH 7,4.

2.2.4.-Técnica inmunohistoquimica.
Se utilizé la técnica indirecta de avidina-biotina. Los cortes fueron

procesados para los diferentes tipos de NOS, con anticuerpos cedidos por

Ogura et al. {1993). Otras secciones fueron procesadas con la técnica
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histoquimica para detectar la enzima NADPH-diaforasa y poder comprobar los

resultados.

2.2.5.-Metodologia de estudio.

El presente estudio abarca longitudinalmente la totalidad de la corteza
cerebral, desde la porcién rostral hasta la caudal, y transversalmente se
extendi6 desde la cisura interhemiferica hasta la regién de la cisura rinalis. En

todos los casos se estudié el mismo hemisferio cerebral.

eTécnica de obtenciéon de datos.

" Para el andlisis de las muestras realizamos, de cada corte obtenido del
cerebro de un animal, una ldmina a camara clara en un microscopio Leitz
Orthoplan. Se utilizé un objetivo de 2,5X, con el que se obtuvo una proyeccion

en la ldmina de 1 mm. = 2cm.

En cada lamina dibujamos el contorno de la corteza cerebral, delimitando
la pfamadre y la sustancia blanca, sobre la que marcabamos con un punteado
los somas de las neuronas con sintasa del 6xido nitrico después de la

comprobacién de la correcta posicién de los mismos con un objetivo de 25X.
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Para poder relacionarlas, con el corte, el cerebro y el animal al que
pertenecia, las laminas fueron numeradas de la siguiente forma:
1° se indicaba el ndmero del animal
2° |la técnica realizada
3° la edad y sexo del animal
4° se afiadian tres digitos:
- ¢l primero indicaba la serie
- el segundo el porta

- el tercero que posicidén que ocupaba el corte en su porta

De cada lamina realizamos dos tipos de reproducciones unas a papel

corriente y otras a papel vegetal.

Las de papel corriente se utilizaron para marcar las diferentes areas
corticales siguiendo el esquema propuesto por Karl Zilles en su atlas

esterotdxico de la corteza cerebral de la rata (Zilles, 1985).
En las de papel vegetal se marcaron con una serie de signos los

diferentes tipos neuronales, que se estudiaron con un objetivo de 25X en

microscopio éptico Leiz Orthoplan..
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eTipos neuronales.

La distribucién topografica de los somas neuronales la realizamos con
los ploteados obtenidos; posteriormente, en las reproducciones a papel
vegetal, se marcaron los tipos neuronales que podian diferenciarse siguiendo
la clasificaciéon propuesta por Feldman y Peters (1978), Peters y Regidor

(1981), y la adoptada por Fairén, De Felipe y Regidor (1984).

En el marcaje neuronal utilizamos los siguientes signos:
- Bipolares: horizontales (—)
verticales ( | )
- Bipenachadas: horizontales (+)
verticales (X)
- Mulﬁpolares: multipolares [estrelladas] (O)
multipolares en "T o Y" (T)

- Atipicas: (A)

No se marcaron todas las neuronas sino aquellas que se podian

identificar correctamente.

Ademds, en los animales fijados con glutaraldehido y en aquelilos

destinados a la inmunohistoquimica, realizamos la comparacion de las
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preparaciones obtenidas con las correspondientes a los animales de
paraformaldehido: estudiamos y comparamos los datos obtenidos directamente

desde el porta, utilizando la otra fijacion como referencia.
2.3.-COMPLICACIONES.

La supervivencia de los ejemplares de edad avanzada -mds de dos afios
de vida- se viéd comprometida por la presentacién de tumoraciones, de

diferente naturaleza y topografia, que afectaban seriamente la vida de los

especimenes y, por tanto, la viabilidad de nuestros experimentos.
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Resultados

Hemos centrado nuestro estudio tanto sobre las neuronas que aparecen
marcadas como sobre las fibras, también marcadas, que conforman el neuropilo.
Se ha intentado seguir en los diferentes estudios un orden rostro-caudal y medio-

lateral en la descripcion de las areas corticales.

3.1.- ANIMALES ADULTOS

La sistematica de nuestro estudio atendiende a los siguientes apartados:

-Descripcidn del patrén de distribucion del neuropilo en las diferentes areas.
-Tipologia neuronal de las neuronas con sintasa del 6xido nitrico en la corteza
y su distribucidn:

-Desde la capa | a la capa V.

-De la capa VI y la sustancia blanca.
-Agrupaciones neuronales en corteza:

-Desde la capa | a la capa V.

-De la capa VI.
-Resumen de distribucién de los tipos neuronales.
-Distribucién de las neuronas con sintasa del éxido nitrico en la corteza.
-Relacion de las neuronas con sintasa del 6xido nitrico con los vasos

sanguineos.
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En primer lugar realizaremos la descripcion de los resultados obtenidos en los
animales fijados con paraformaldehido. A continuacién, efectuaremos Ila
comparacién con los resultados obtenidos en los animales fijados con

glutaraldehido.

3.1.1.-Descripcion del patron de distribucion del neuropilo en las diferentes areas.

La corteza cerebral se caracteriza por presentar un neuropilo que se

distribuye de manera diferente segun las capas y las areas analizadas (Fig. 1-2).

En la capa | es constante el hecho de la presencia de un marcaje minimo del
neuropilo. Esta circunstancia también la podemos observar en la capa VI, aunque
relativamente sea mas intenso que en aquella. En las areas mas caudales
(occipitales, temporales...), la zona mas cercana a la sustancia blanca posee un
neuropilo mas marcado que el resto de las capas. Por otro lado suele presentar
alguna neurona y alguna célula glial levemente marcadas, sin que lleguemos a

observar prolongaciones dendriticas (Fig. 1-8).

Enunasecuenciarostro-caudal observamos que las regiones antero-mediales
-las areas cingulares (Cg)- presentan caracteristicas diferenciales que afectan
especialmente a la capa Il: en todas ellas el neuropilo se marca tan intensamente

gue remarca los cuerpos neuronales que no han reaccionado con la NADPH-d.
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Ademéas las dreas Cg, y Cg, (Fig 14-15) presentan en la capa V, en su limite con
la capa VI, un neuropilo igualmente intenso. Esta situacién es incluso mas evidente
en el area Cg, (Fig. 14) donde ocupa toda su longitud, que en Cg, (Fig. 15), donde
se va perdiendo a medida que nos acercamos a su limite con Cg, (Fig 16). Por su
parte, la capa |V presenta un neuropilo suavemente marcado, que en su limite con

la capa Il es algo maés intenso (Fig. 1-3; 14-16).

En las areas frontales (Fr) no se pueden describir diferencias significativas
entre las diversas capas ni entre las distintas areas. Las capas poseen un neuropilo
marcado, aunque no con la suficiente intensidad como para poder remarcar los
cuerpos neuronales. A pesar de ésto, algunas zonas del area frontal 2 (Fr,)
presentan una mayor intensidad en las capas Il/IV -principalmente en la [V- que en
el resto;, perd sin llegar a lo observado en las dreas cingulares. Mantienen, en
general, una intensidad homogénea en su ﬁeuropilo a lo largo de sus capas (Fig. 1-

3).

Por su parte, las areas motoras de las extremidades (HL y FL) nos muestran
algunas zonas en las que el neuropilo de la capa IV presenta mayor intensidad que

en las capas adyacentes (Fig. 17).

Las areas parietales (Par) presentan importantes diferencias en el marcaje del

neuropilo de la capa IV (fig. 1-6):
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a.-En Par, el neuropilo presenta dos tipos de distribucién: en las zonas
mediales presentan pequefios tramos.con mayor intensidad que se alternan con
otros de menor intensidad, es la regién de los "barrell”; en las zonas mas laterales
se pierde esta alternancia, manteniéndose d‘e forma constante maés intenso que en
el resto de las capas (Fig. 18).

b.-En Par, el neuropilo adopta un aspecto similar a las zonas laterales del
area Par, y, a medida que alcanzamos sus zonas mas caudales, evidenciamos

ademas un aumento de la intensidad en las capas H/lll (Fig. 19).

El drea gustativa (Gu), asi como el resto de las dreas que mantienen relacién
con la cisura rhinalis (areas de la corteza insular agranular y la perirhinal}, presenta
unintenso marcaje en sus capas /Il -de los més intensos que observamos en toda
la corteza-, circunstancia que también se presenta en la capa VI. Ademas la zona
del 4rea gustativa que limita con las dreas parietales mantiene un marcaje més

intenso en la capa IV profunda (Fig. 1-8 y 20).

Las dreas retroespleniales (RS) presentan diferencias en las capas Il/lll: la
granular es la que presenta un neuropilo més intenso. No ocurre lo mismo en la
agranular que es mas homogénea, es decir, no presenta diferencias significativas

entre las distintas capas (Fig 4-8; 21-22).
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Analizando las regiones posteriores -las cortezas visual y auditiva
principalmente- se pueden observar diferencias a nivel de las capas lI/lll segin el
area estudiada. En la corteza visual (Oc) el comportamiento es el siguiente: las
areas Oc, (Fig. 23,25), tanto la mediomedial (Oc,,,,) Y la mediolateral (Oc,,, ) como
la lateral (Oc,,) (Fig. 25), presentan un neuropilo intenso -més evidente en las areas
Ocoum Y OcCy-- Por su parte las areas Oc, (la monocular y la binocular) no
presentan este tipo de marcaje. Por otro lado, podemos observar que el drea Oc,

presenta una capa IV mas marcada que el resto de las dreas occipitales (Fig. 7-8).

La corteza auditiva (Te), en toda su extensién, presenta una capa Il con un
neuropilo tan intensamente marcado que nos permite observar los cuerpos
neuronales que no han reaccionado con la NADPH-d; situacidon que se repite en la
capa VI, aunque no con tanta intensidad. Como diferencia significativa entre las
areas temporales debemos destacar que, en el area Te,, la capa IV -en su limite con

la capa V- presenta una mayor intensidad que las capas vecinas (Fig. 26-27).

3.1.2.-Tipos neuronales.

Morfolégicamente las neuronas con sintasa del O6xido nitrico son
mayoritariamente neuronas no-piramidales y no espinosas, aungque esporadicamente
existen algunas piramidales. En la descripciéon de las no-piramidales seguimos la

clasificacion adoptada pbr Feldman y Peters {(1978), Peters y Regidor (1981) y la
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propuesta por Fairén, De Felipe y Regidor (1984}, aunque con las limitaciones

propias de la técnica y del grosor del corte.

3.1.2.1.-DelacapalalaV.

No-piramidales

Bipolares.

En general, este tipo neuronal presenta un soma de pequefio 0o mediano
tamano generalmente fusiforme, aunque a veces puede presentar una forma algo

mas globosa (Fig. 31-42).

Sin incluir a las atipicas, es el tipo celular que en menor cantidad se
presenta, sin ser por ello poco numerosas y de ellas, son las de orientaciéon

horizontal las menos numerosas.

De los extremos del soma surgen dos troncos dendriticos enfrentados entre
si, que pueden presentar desde muchas ramificaciones (Fig. 36,37,39,40,42) hasta
incluso, en algunos casos, carecer casi por completo de ellas (Fig. 31-35, 38, 41).
Las ramificaciones surgen principalmente de los extremos de los troncos, nunca

junto al soma, y generalmente lo hacen en angulo agudo (Fig. 31-42).
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La orientacion de su arbol dendritico puede presentarse de dos formas con

respecto a la piamadre: horizontal (Fig. 31-34) o vertical (Fig. 35-42).

Generalmente, las horizontales son neuronas de pequeiio tamafio, con una
ubicacién preferente en las capas H/lll, que presentan un soma fusiforme y escaso

ndmero de ramificaciones (Fig. 31, 33, 34).

Las que poseen una orientacién vertical tienen una mayor frecuencia de
presentacion. Son neuronas de mediano o de pequeiio tamaio. No se presentan en
la capa |. Aunque pueden observarse en el resto de las capas, predominan en la
capa IV (Fig. 36-38) y presentan una menor proporcién en la capa !l (Fig. 35).
Poseen somas globosos (Fig. 35-36) y presentan un alto ndmero de ramificaciones
(Fig. 36-37), a veces desarrollado a partir de un dnico tronco dendritico (Fig. l39—
40). Algunas de ellas presentan cuerpos irregulares (Fig. 41-42) y escasas

ramificaciones dendriticas (Fig. 41).
Bipenachadas.

En general, el soma es de mediano tamafio y con aspecto fusiforme, (Fig. 44,
47, 48) aunque a veces es algo méas redondeado (Fig. 45-46) e incluso puede ser
irregular (Fig. 49-50). Esta situado en la zona central y de él surgen dos troncos

dendriticos enfrentados entre si que habitualmente se ramifican precozmente junto
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al soma (Fig. 43-52). A veces, uno de los troncos dendriticos se bifurca en otros
dos de los que surge la arborizacién dendritica (Fig. 46), aunque este hecho
también lo podemos observar en los dos extremos celulares al mismo tiempo (Fig.
45). En general, el tronco no bifurcado desarrolla un arbol poco frondoso (Fig. 46).
Por Gltimo y de forma menos habitual uno de los troncos dendriticos se comporta
casi como el de una bipolar -poco ramificado- mientras el otro presenta una amplia

ramificacién (Fig. 43-47).

Las neuronas pueden presentar una orientacién horizontal (Fig. 43-44 y 50)
o vertical (Fig. 45-49; 51-52) con respecto a la piamadre, tanto en lo que respecta

al soma como al arbol dendritico.

Su proporcién es mayor que la del tipo bipolar y se presentan en nimero

similar a las multipolares.

"Las que se presentan con una orientacion horizontal son menos numerosas.
Su soma es, casi exclusivamente, de mediano tamafno y se pueden ver en las capas
/1l y en los limites V/VI, aungque son relativamente mas abundantes en las capas
lI/il. También las encontramos en la capa | en la que, las pocas células que

aparecen, son en gran medida de este tipo.
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Las de orientacidn vertical presentan un soma de mediano tamafo, aunque
también se ven de pequeﬁo 0 gran tamaino -esto Ultimo en menor medida-. Fueron
junto con las multipolares (estrelladas) las que localizamos con mayor frecuencia.
Se pueden ver en todas las capas, exceptuando la capa |, y son muy abundantes
en la capa V. En este tipo neuronal es muy frecuente que el ironco dendritico més
ramificado sea el basal, sin que podamos excluir la presentacién de la situacion

inversa.
Multipolares.

Son tan frecuentes como las bipenachadas representando ambas los tipos

predominantes en la corteza cerebral.
Entre ellas se pueden considerar dos subtipos:
- Multipolares (Estrelladas)
-Enformade TodeVY

Multipolares (Estrelladas).

Son, de este grupo, las mas numerosas y, junto con las bipenachadas

verticales, las més frecuentes de la corteza. Se distribuyen por todas las capas
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incluyendo la capa |, donde vemos preferentemente este tipo neuronal junto a las

bipenachadas que adoptan una orientacién horizontal.

Son neuronas con un soma preferentemente redondeado y globoso (Fig. 53-
54; 59-60; 63-64), aunque existen también somas poligonales (Fig. 55-56) o algo
fusiformes (Fig. 57-58; 61-62; 65-66) e incluso de forma irregular (Fig. 67-68; 71-
72) o de media luna (Fig. 69-70), de cuya superficie salen troncos- dendriticos en
todas las direcciones del espacio; en el caso de los somas poligonales, los troncos
dendriticos surgen de los vértices de los mismos (Fig. 53-72). Las ramificaciones
nacen cercanas al soma, tanto en angulo agudo como recto. A veces presentan una
predisposicion hacia la orientacion vertical (Fig. 65-68) o hacia la orientacién
horizontal {Fig. 57-64), siempre con respecto a la piamadre. Cuando estas
ramificaciones se abren de igual manera en todas las direcciones, formando una
estrella y manteniendo un soma globoso, es cuando las denominamos multipolares

claramente estrelladas (Fig. 53-54).

En forma de T o de Y.

Conforman un grupo poco numeroso, relativamente menor que el resto de

los tipos neuronales. Se pueden observar preferentemente en las capas Ill, IVy V.
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Son neuronas que presentan un soma triangular y tres troncos dendriticos:
el soma adquiere la formé de un tridngulo, a veces algo redondeado (Fig. 73-74;
77-78; 80), o algo cuadrangular (Fig. 75, 76, 79), de cuyos vértices surgen los
troncos dendriticos que se dirigen tanto hacia la superficie como hacia la
profundidad de la corteza; de ahi el nombre de en forma de T (Fig. 74, 77, 78, 80)
oY (Fig. 73, 75, 76, 79), dependiendo de lo horizontales u oblicuos que sean sus
troncos apicales. Es frecuente observar como uno de los troncos -generalmente el
basal (Fig. 73, 75, 76)- desarrolla un arbol dendritico mas frondoso que los

desarroliados por los otros dos (Fig. 80).

Son neuronas de mediano tamano, incluso a veces de gran tamano, que
habitualmente se orientan en forma de "T o Y" con respecto a la piamadre, aunque
a veces su situacion estd algo rotada con respecto a la misma (Fig. 79).

Atipicas.

Son neuronas No muy numerosas que podemos encontrar en cualquier capa,
excepto en la capa |, sin predominio en ninguna de ellas. No son clasificables

dentro de los tipos morfolégicos anteriormente descritos.

Destacan por poseer un soma alargado (Fig. 81-84) de contorno irregular

(Fig. 81 —86)‘ que a veces se prolonga en el interior del origen dendritico (Fig.81-82).
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Algunas tienen cuerpos con prolongaciones somaticas (Fig. 85-86). Son de
dimensiones relativamente grandes en relacién a su arbol dendritico, que es

irregular y pobre en ramificaciones (Fig. 81-86).

Pueden presentar orientaciones verticales (Fig. 81-82; 85-86) u horizontales

(Fig. 83-84) con respecto a la piamadre.

Piramidales

Observamos neuronas piramidales de mediano tamano marcadas en su
totalidad. Se encuentran‘ de forma esporadica y carecen de un predominio
determinado por zonas, por capas o por dreas (Fig 87-88).
3.1.2.2.-Capa VI y sustancia blanca.

La capa VL.

En esta capa podemos distinguir dos zonas segun la proximidad a la

sustancia blanca: una zona de menor grosor cercana a la misma, y por tanto

profunda (V1,), y otra de mayor espesor y mas distante, es decir, superficial (VL,).
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La distribucién de los tipos neuronales en esta capa depende de la zona
observada: dada la amplitud que ocupan se puede decir que, relativamente, la zona

profunda posee una mayor cantidad de neuronas con la sintasa del éxido nitrico.

Analizando la capa VI, podemos observar que los tipoé presentes son los ya
déscritps, e identificamos cualquiera de elios. Existe un predominio de los tipos
multipolares -ambos subtipos (Fig. 117-120)- y las bipenachadas verticales (Fig.
121-124), aunque también son abundantes las bipolares verticales (Fig. 126-127).
Por el contrario, son poco frecuentes las bipolares (Fig. 128) y las bipenachadas
horizontales (Fig. 125). Ademas, se observan de igual forma neuronas atipicas (Fig.

130-132) y alguna piramidal (Fig. 129).

L.as neuronas de esta capa son de mediano o pequeho tamafno, con un soma
que va perdiendo las formas descritas como tipicas para adquirir un aspecto mas
irregular y amorfo, aunque en todo momento mantenienen un aspecto "algo

globoso™ (Fig. 117-132). Las observamos preferentemente en las areas mas

posteriores y laterales -temporales-.

El &rbol dendritico se horizontaliza, preferentemente en las multipolares (Fig.

117-118).
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En la capa VI, las neuronas tienen un aspecto muy irregular pudiendo
considerarse atipicas aunque a veces, dentro de esa irregularidad, podemos
incluirlas dentro de los tipos morfolégicos habituales (Fig 133-142). Son alargadas
con un contorno somatico irregular, y poseen un arbol dendritico muy pobre en
ramificaciones, aunque algunos casos presentan una amplia arborizacién (Fig. 137-

142).

Los troncos dendriticos generalmente nacen de los extremos del soma, ésto
hace que podamos incluirlas dentro del tipo de las bipenachadas (Fig. 137-139) o
de las bipolares (Fig. 140-142) con una orientacién generalmente paralela a la
piamadre (Fig. 138-142); también encontramos neuronas en las que los troncos
dendriticos surgen de cualquier punto de la superficie del soma, intentando
mantener una orientacién horizontal, por lo que las podemos incluir dentro de las
multipolares (Fig. 133-134). Aquellas que mantienen una orientacién vertical
poseen un soma algo mas globoso. Se sitian muy préximas a la sustancia blanca

en relacién con las neuronas de esta estructura (Fig. 135, 141, 143).

Sustancia blanca.

El estudio de la sustancia blanca demostré la existencia de neuronas que

expresaban la sintasa del 6xido nitrico (Fig. 143-156).
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Dichas neuronas se presentan en distinta proporcién seguin la zona de

sustancia blanca estudiada.
Céapsula externa.

En ella las neuronas se distribuyen a todo io largo de su recorrido,

disminuyendo en niamero a medida que nos desplazamos caudalmente.

La cantidad de neuronas no es elevada y mayoritariamente se sitian en las

zonas mas superficiales, en contacto con la corteza.

Se distribuyen de forma aislada aunque con frecuencia se agrupan -4 6 5
neuronas- cerca de la corteza (Fig. 143-144 y 146), situaciéon que coincide

habitualmente con la presencia de neuronas en la capa Vi,.
Son proporcionaimente méas abundantes en las zonas rostrales. Con
frecuencia adoptan unadistribucion lineal (tanto vertical como horizontalmente) con

respecto a la superficie de la sustancia blanca (Fig. 143-144).

Aunque se sitian mayoritariamente en los lugares descritos, también se

observan en los limites con el ndcleo "estriado™, con el "cingulum" y con el
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"alveus™, aunque en estos casos no hemos podido demostrar la existencia de

agrupaciones neuronales.

Los tipos que encontramos en esta zona pertenecen predominantemente a
las bipenachadas, presentan cuerpos fusiformes y fuertemente aplanados, de
orientacién paralela a los tractos de fibras mielinicas (Fig. 145, 147, 148, 152);
también se observan multipolares estrelladas que mantienen un cuerpo globoso
(Fig. 148, 150, 153), aunque algo irregulares en su superficie, y algunas bipolares
que presentan somas muy aplanados, situados entre los haces mielinicos (Fig. 144-
151); ademas se pueden observar algunas neuronas atipicas (Fig. 1486).
Senalaremos que ninguno de los tipos presenta un elevado numero de

ramificaciones dendriticas (Fig. 143-153).

Generalmente estas neuronas se orientan paralelamente a la piamadre (Fig.
143-145; 147-148; 151-153), y en menor proporcién lo hacen ortogonalmente a
ella (Fig. 153). Estas dltimas se sitlan mayoritariamente en la zona de la sustancia

blanca que se encuentra junto a las porciones mas rostrales de la corteza insular

agranular posterior.

Incluso las neuronas que son clasificables en algunos de los tipos

morfolégicos habituales adoptan un aspecto bastante irregular. Las neuronas
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descritas como atipicas se sitan, con preferencia, en la zona que limita con la

corteza {capa Vl,).

Cingulum.

En esta formacion, las neuronas con la sintasa del 6xido nitrico se sitdan en

los limites con el cuerpo calloso y la corteza.

El tipo neuronal predominante es el de las bipenachadas verticales con

escasa cantidad de ramificaciones dendriticas (Fig. 154).

Comisura blanca anterior.

Como norma no encontramos neuronas, aungue a veces aparece alguna

estrellada con unos arboles dendriticos arrosariados (Fig. 155).

Cuerpo calloso.

‘Se puede observar esta clase neuronal distribuida de forma aislada en toda
su longitud. Los tipos observados son las bipolares y las bipenachadas: en ambos

casos presentan cuerpos alargados y aplanados dispuestos entre los haces de

fibras mielinicas (Fig. 156).
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3.1.3.-Agrupaciones neuronales en la corteza.
3.1.3.1-Delacapalala V.

A pesar de que la mayoria de las neuronas con sintasa del 6xido nitrico se
distribuyen a todo lo largo de la corteza cerebral de manera aislada, con cierta
frecuencia podemos ver algunos grupos neuronales, cuyos componentes no se
corresponden, en su totalidad, con algun tipo morfolégico especifico (Fig. 160-

167).

Estos grupos neuronales se sitian en general en las capas I/l {Fig. 160-

161; 163-166) y en la capa |V (Fig. 162, 167).

A veces, los grupos neuronales de capas Il/lfl"también ocupan parte de la
capa |V (Fig. 162), formando grupos de hasta 6 neuronas, de mediano y pequeno
tamano, que no coinciden mayoritariamente con tipos neuronales especificos.
Habitualmente existen dentro dei grupo 2 6 3 neuronas del mismo tipo, entre las
que predominan las bipenachadas (Fig. 164-165) o las multipolares (Fig. 160) v,

raramente, las atipicas.

Se pueden observar "agrupaciones” de grupos, es decir, dos o tres grupos

como los ya descritos que estan proximos entre si. Lo habitual es encontrar este
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tipo de "superagrupacion” en las capas Il/lll y IV, aunque también se observa entre

grupos de capas Il/lll y grupos de capa VI (Fig. 168).

Otro tipo de grupo, aunque menos numeroso, es el constituido por 2 6 3
neuronas, a veces alguna mas, que se alinean en la mishwa capa O en capas
adyacentes (Fig. 164-167). Segun la orientacién y el ndmero de las células
- alineadas, estas agrupaciones ocupan una o varias capas: mayoritariamente se
sitGan en las capas lI/lll o, con menor frecuencia, en la capa IV. Otras veces
abarcan todas las capas o casi todas -1l a VI-. El tipo neuronal que participa en la
formacion de estos grupos no siempre es el mismo, aunque es frecuente que se

repitan los tipos celulares dentro del rnismo grupo.
3.1.3.2.-De la capa VI.

A las neuronas de la capa VI las encontramos mayoritariamente de forma
aislada, aunque tampoco es extrafio encontrar grupos celulares que adoptan un

patrén distinto segin la profundidad en la que los encontramos.

En la capa VI, no existe predominancia de tipo neuronal alguno y el nimero
de células que forman el grupo es escaso {3-4 neuronas). A veces el mismo grupo
posee una tipologia similar con un predominio de las bipenachadas verticales (Fig.

170-171).

61 animales adultos



Resultados

Los grupos neuronales de la capa VI, poseen un ndmero poco elevado de
neuronas -de 2 a 4- que con frecuencia son atipicas. Con cierta frecuencia se
relacionan con pequefios grupos -2 6 3 neuronas- de la sustancia blanca que,
ademas, suelen ser atipicas también. Tanto las células de la capa VI como las de
la sustancia blanca presentan una arborizacién horizontal, hecho que es maés

acentuado en las neuronas de la sustancia blanca (Fig. 172-175).

En otros casos, los grupos de la capa VI, estdn relacionados con otros
grupos de la capa VI, por medio de neuronas aisladas o formando un gran grupo
(Fig. 169).

Los grupos de la capa VI, no sélo se relacionan con los de la capa VI,, como
ya hemos comentado, sino que ademds lo hacen con los grupos de las capas
superficiales por medio de neuronas aisladas (Fig. 168).

3.1.4.-Resumen de la distribucion de los tipos neuronales.

Hemos realizado un estudio antero-posterior de la corteza cerebral en el que

analizamos la distribucién de las neuronas observadas en cada una de sus capas.

animales adultos 62



Resultados

3.1.4.1.-Capa l.

Como ya hemos comentado, la cantidad de neuronas en esta capa es baja.
Las pocas neuronas observadas se engloban dentro de los tipos multipolar y
bipenachado y, en ambos casos, desarrollan un arbol dendritico que adopta una
orientaciéon horizontal con respecto a la piamadre; algunas ramificaciones

dendriticas profundizan hacia las capas vecinas.

Son de pequeio o mediano tamafo con somas algo globosos, o alargados,

dispuestos paralelamente a la piamadre.
3.1 .4.2.—Capa .

Es una de las capas que presenta una mayor cantidad de neuronas, en las
que es evidente un predominio del tipo multipolar, aunque existen también gran

ndmero de bipenachadas.

LLas multipolares son preferentemente de mediano o de gran tamafio. Las de
mayor tamano predominan en las dreas posteriores -occipitales-. El desarrollo de su
arbol dendritico presenta con frecuencia una orientacién horizontal con respecto a

la piamadre.
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El soma de las multipolares es fundamentalmente globoso, sobre todo en las
areas temporales y occipitales aunque también se observa en las dreas cingulares
y frontales; en las dreas parietales, a veces, los somas se alargan y adquieren un

aspecto mas fusifome.

Las multipolares en "T o Y" son de mediano o de gran tamano y se

presentan de forma espordadica en esta capa.

Dentro de las neuronas bipenachadas predominan las que poseen una
orientacién, tanto del arbol dendritico como del soma neuronal, vertical con
respecto a la piamadre. A pesar de ello, también se observan algunas neuronas que

presentan orientacién horizontal.

Las areas donde predominan la neuronas bipenachadas son las parietales,

preferentemente en los cortes mas rostrales.

Las neuronas bipenachadas de esta capa presentan un cuerpo bastante

globoso, aunque no llegan a perder su aspecto fusiforme.

También podemos observar neuronas bipolares orientadas tanto vertical
como horizontalmente: las horizontales, que son las mas frecuentes, poseen un

_soma pequefo y fusiforme, con largas prolongaciones dendriticas, aungue a veces
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sus somas son algo mas globosos. Las verticales tienen mayor cantidad de
ramificaciones, un soma mas globosc y presentan preferencia por las éareas

parietales.

Por dltimo se observan, aunque en escasa proporcién, neuronas atipicas de
mediano o pequefio tamafo, sin un predominio claro por ningdn area y con una
disposicién preferentemente horizontal. Tampoco es frecuente encontrar

piramidales en esta capa.
3.1.4.3.-Capal lll.

Posee un elevado numero de multipolares, siendo el tipo predominante. Las
multipolares de las areas cingulares y retroespleniales poseen un soma grande y

algo globoso, sin que el arbol dendritico adopte un aspecto estrellado.

En las areas parietales este tipo neuronal es de mediano tamano y presenta
una morfologia muy variada -algunas tienen los cuerpos globosos, otras alargado
o irregular-; no existe predominio en la orientacién del arbol dendritico. En esta

capa es donde las "T o Y" alcanzan un mayor diametro.

En las regiones posteriores -occipitales y temporales- estas neuronas son de

mediano o de gran tamaifio, con un soma globoso y presentan, con frecuencia, un
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arbol dendritico ampliamente desarrollado y orientado horizontalmente conrespecto
a la piamadre. Son las de las areas occipitales las que presentan un mayor tamanio.
Las multipolares en "T" son algo méas grandes y presentan un tronco dendritico méas

desarrollado, preferentemente el basal.

Otro tipo que se encuentra de forma abundante es el de las neuronas
bipenachadas. Son mas frecuentes en las regiones intermedias -se exceptlan los
polos frontal y occipital-. Por lo general, adoptan una disposicién vertical y
mantienen un aspecto globoso en la mayoria de los casos, aungue a veces
presentan algunos somas con formas bastante irregulares. Las de aspecto globoso

son més frecuentes en las dreas posteriores -occipitales-.

El soma fusiforme tipico de este tipo neuronal es més evidente en las areas
temporales {auditivas), sin que por ello dejemos de observar algunas de aspecto

maés globoso.

Las bipolares son poco numerosas y poseen un soma pequeino, generalmente
muy alargado. Su arbo! dendritico esta poco ramificado. Las podemos observar
principalmente en las areas parietales y auditivas y son muy escasas en las

occipitales.
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Por su parte, las atipicas mantienen las caracteristicas ya descritas para este
tipo neuronal. Son mas abundantes que en la capa |l y se sitlian preferentemente
en las proximidades de la capa IV. Predominan en las &reas posteriores -

occipitales y temporales-.

También encontramos, aunque de forma esporadica, algunas piramidales de

mediano tamano.
3.1 ._4.4.-Capa V.

El tipo predominante en esta capa es el de las bipenachadas, de medianc o
pequefio tamafio y con una orientacién prefer‘entemente vertical. Su soma es
bastante globoso, aunque a veces es irregular. Aunque es raro obsevarlas eﬁ las
capas superficiales de las areas occipitales, empiezan a ser detectadas en los
limites Il/IV y, a medida que profundizamos, llegan incluso a ser mas frecuentes

que ias multipolares.
En las dreas temporales adoptan una morfologia claramente fusiforme y son

generalmente mas pequenas, circunstancia que también observamos en las areas

parietales.
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Las que presentan una orientacién horizontal son mas pequenas y poseen un

cuerpo mas fusiforme.

El tipo multipolar presente en esta capa no es del tipo descrito como
estrellado, por el contario, son de mediano o pequeifo tamafno, poseen un soma
irregular o algo globoso y sus troncos dendriticos no se distribuyen
homogeneamente en todas las direcciones del espacio. Ademéas se observan
algunas neuronas en "T o Y" de mediano tamano, con una dendrita basal mas

desarrollada, carentes de una predisposicién por alguna de las areas.

Las bipolares encontradas adoptan una orientacion vertical, sin un
predominio evidente por alglin &rea, aunque son mas escasas en las areas
anteriores. Son de pequeno o de mediano tamafo, con un cuerpo fusiforme o

globoso y con muy pocas ramificaciones dendriticas.

‘Las atipicas y las piramidales son muy escasas.

3.1.4.5.-Capa V.

En esta capa no existe una clara predominancia de un tipo neuronal: son mas

abundantes las bipenachadas y las multipolares que las bipolares y las atipicas,

aunque las bipolares también se presentan en nimero elevado.
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Ya en los limites IV/V observamos una cierta igualdad numérica entre
bipenachadas y multipolares, aﬁnque las bipenachadas parecen presentarse en
mayor nimero. Poseen un soma de mediano o pequefio tamafo que mantiene un
aspecto fusiforme dentro de las frecuentes irregularidades que presentan. Es en las
areas posteriores -occipitales y temporales- donde su tamano es menor.

Mayoritariamente presentan una arborizacién vertical.

Generalmente las bipolares adoptan una disposicién vertical, aunque también
observamos con cierta frecuencia orientaciones horizontales. Son neuronas con
somas pequeios y largas prolongaciones; ésto es mas evidente en las horizontales

ya que las verticales, a veces, presentan somas mayores y mas globosos.

Las atipicas son méas abundantes en esta capa que en las anteriores. Su
arborizacion se asemeja a la observada en las bipenachadas o en las multipolares,
y presentan cierta tendencia a la horizontalidad.

Piramidales de mediano o pequeiio tamafo pueden ser observadas de forma

esporadica en las diferentes areas.

En algunos casos, las zonas profundas de la capa V comienzan a tener
caracteristicas parecidas a la capa limitrofe -1V-: presenta neuronas de mediano o -

pequeno tamafio, con un soma irregular y con un arbol dendritico de disposicién
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mas horizontal. Este cambio de orientacién es més evidente en las multipolares que
en las bipenachadas, entre las que atn observamos un gran ndmero de neuronas

dispuestas verticalmente.

Y en lo referente a los porcentajes relativos por areas hemos encontrado la

siguiente relacién:

tipos neuronales {medias de %)

Bipenachada Bipolar Multipolar Atipica

cingular

retroesplenial

frontal

motora

| somestésica

visual

auditiva

insular dorsal
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3.1.5.-Distribucion de las neuronas con sintasa del 6xido nitrico en la corteza.

Tras un exhaustivo estudio se comprobd, con la ayuda de todos los dibujos
realizados, la existencia de neuronas que mostraban la presencia de la sintasa del
6xido nitrico a lo largo de toda la corteza cerebral con la excepcion de la regién

correspondiente al "indusium griseum™ (Fig. 184).

Estas neuronas presentan una distribucién laminar y, en general, las
podemos encontrar situadas desde la capa | hasta la capa VI. En cuantd a la
densidad relativa por capas observamos que no es homogénea: en la capa | la
cantidad de células que se puede encontrar es minima, dos o tres por cada animal,
mientras que las capas il y lli, en conjunto, junto con la capa VI (ésta dltima en
menor medida) son las capas que presentan una mayor cantidavd de células.
También se observan neuronas en las capas |V y V, aunque en menor cantidad

(Fig. 184).

Realizando un anadlisis por regiones comprobamos que, en todas ellas,
podemos ver como esta clase de neufonas se distribuye sin adoptar en ningdn
momento un patréon de distribucién especifico, aunque podemos destacar una serie
de detalles. Entre ellos es interesante mencionar que, en todas las regiones, hemos

observado espacios desprovistos de neuronas marcadas con sintasa del 6xido
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nitrico, aunque posean un neuropilo marcado con la NADPH-diaforasa (Fig. 185-

189).

Estos espacios, ademas de encontrarse en todas las regiones, abarcan todo
el espesor de ia corteza {van desde la piamadre hasta la sustancia blanca). El drea
cortical que ocupan varia de unos a otros sin que podamos establecer un patrén

comparativo en cuanto a amplitud ni a localizacién topografica especifica.

Haciendo un estudio rostro-caudal de la topografia de dichos espacios
observamos que la distancia que existe entre ellos es mayor en los cortes méas

rostrales que en los méas caudales (Fig. 185-189).

En la corteza frontal estos espacios estan mas distanciados entre si que en
la corteza occipital. En Fr, es habitual encontrar de 2 a 3, aunque a veces es Unico.
Es frecuente encontrarlos en los limites de las areas Fr, y Fr,, aunque en esta Gitima

en menor frecuencia.

La corteza parietal presenta abundantes espacios que, a medida que nos

trasladamos mas caudalmente, estan mas proximos entre si (Fig. 185-187).
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En la parte dorsal de la corteza insular agranular se observa la existencia, en
general, de un solo espacio aunque mas rostralmente se puedan ver varios (Fig.

186).

En la corteza retroesplenial las areas ocupadas por los espacios son muy
amplias y la ocupan casi por completo, circunstancia que es mas evidente en la

regién granular que en la agranular (Fig. 187-188).

En las regiones occipitales, aunque sean de poca amplitud, estdn mas

préoximos entre si {Fig. 188).

3.1.6.-Relaciéon de las neuronas con la sintasa del 6xido nitrico con los vasos

sanguineos.

Dentro del conjunto de neuronas con la sintasa del 6xido nitrico destacamos
un grupo que se sitla en estrecharelaciéon con los vasos sanguineos: situadas junto
a ellos, llegan a deformar sus somas para mantener un mayor contécto con los
mismos (Fig. 192-193; 196-197; 201, 204, 207-208). Sus prolongaciones
dendriticas siguen el curso del vaso o lo abrazan (Fig. 192-194; 196-200; 205-
208). Ademas, no es extraio encontrarlas situadas en las bifurcaciones vasculares

o en las inmediaciones de las mismas (Fig. 196-198; 203).
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Mayoritariamente se encuentran dentro de los tipos bipenachado (Fig. 192-
195) y muitipolar (Fig. 196-199; 203), con cierto predominio por éste Uitimo, sin
gue dejemos de observar otros tipos neuronales (Fig. 200-202). Los somas
generalmente son irregulares, para adaptarse al vaso, aunque también se pueden

observar somas globosos y fusiformes (Fig. 192-210).

La cantidad de células es mayor en las capas mas superficiales -capas {i/1ll
y IV- y se presentan en mayor proporcion en las dreas frontales y parietales que en

las occipitales y temporales.

Las capas V y VI no tienen una evidente predisposicion por estas neuronas

y se presentan sobre todo en las dreas frontales y parietales.

También podemos encontrar grupos celulares cercanos a los vasos donde
algunas de las células que los componen poseen una relacién directa con el vaso

sanguineo {Fig. 209-210).

3.1.7.-Datos obtenidos con la fijacién con glutaraldehido.

En este apartado analizamos la distribucion y la tipologia de las neuronas con
la sintasa del 6xido nitrico y las comparamos con las observadas en los animales

fijados con paraformaldehido.

animales adultos 74



Resultados

Una vez realizados estos estudios, no se pudieron demostrar diferencias
apreciables en lo referente a las neuronas no-piramidales que se presentan en estos

animales.

Enrelacidn a las neuronas piramidales observadas en estos animales pudimos

demostrar dos tipos de marcaje:

1.-El que se presenta en los fijados con paraformaldehido sin que se presente

diferencia alguna ni en distribucion ni en morfologia.

2.-El que afecta exclusivamente al soma neuronal.

L.as neuronas con marcaje exclusivamente en el soma, se pueden encontrar
adoptando simultdneamente dos tipos de distribucién: uno, mas frecuente y
homogéneo, en relacién a las capas, y otro, mas raro en estos animales, en el que

las neuronas ademas forman coiumnas.
2.1.-Distribucion homogénea: nos referimos a la posibilidad de encontrar a

estas neuronas ocupando la totalidad del espesor de una dnica capa (dorso-

ventralmente). Esta distribucion afecta fundamentalmente a las capas VI y IV.
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2.2.-Distribucién en columnas: son los espacios de corteza donde las capas
son ocupadas de manera consecutiva por estas neuronas piramidales, es decir, si
en el mismo espacio de corteza las observamos en las capas VI y IV y no en la

capa intermedia (capa V) no se puede considerar una columna.

En cuanto a la distribucién homogénea (por capas) constatamos que la
proporcién de estas neuronas piramidales varia segun las capas. Asi, se observa
que, la capa | no las presenta en ninguna de las dreas de la corteza cerebral de
estos animales. En las capas Il/lll solo se observan en determinadas zonas, sin que
alcancen una proporciéon muy elevada. La capa IV presenta una proporcion
considerable de piramidales con marcaje sélo en el soma. Nos queda comentar la
capa V donde la cantidad de neuronas es escasa y en la que las células son de

mediano tamano.

El comportamiento de la capa VI depende de si hablamos de la zona
superficial, donde el nimero es elevado con somas neuronales de mediano tamano
y bien delimitados, o de la zona profunda, donde son escasas y de pequefo

tamano. También se observa ia existencia de glia a este nivel.

Analizando la situacién rostro-caudalmente veremos que, a medida que nos
trasladamos caudalmente, en la capa VI, se va perdiendo progresivamente la

presencia de estas neuronas piramidales que incluso, a veces, llegan a desaparecer.
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También en las zonas mas caudales va disminuyendo el nimero de estas neuronas
piramidales en todas las capas, con la excepcién de las zonas con columnas, cuya

estructura y localizacion seran comentados mas adelante.

Haciendo un seguimiento medio-lateral al mismo tiempo que rostro-caudal
observamos que, rostralmente, la corteza cingular no evidencia el marcaje de estas
neuronas y, mas caudalmente, la corteza retroesplenial tampoco presenta estas

neuronas en ninguna de sus capas.

También podemos observar este tipo celular en el claustrum.

Por otro lado, encontramos un tipo de "marcaje negativo” en una buena
parte de las areas en las que no podemos observar somas neuronales marcados:
el neuropilo, intensamente marcado, delimita huecos que adoptan la forma de los
somas de [as neuronas piramidales. Este marcaje negativo afecta fundamentalmente
a las capas ll/IV de las adreas dorso-mediales de los cortes rostrales (corteza
cingular, area infralimbica de la corteza frontal medial y corteza peduncular dorsal);
también es muy evidente en las capas Il/lll de las dreas centradas alrededor de la

cisura rinal, a todo lo largo de su desarrollo longitudinal.
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En referencia a las columnas podemos decir que en general son zonas de

corteza donde encontramos:

1.-Un marcaje de NADPH-diaforasa més intenso.

2.-Un neuropilo mas evidente que en el resto de las areas, que incluso
remarca neuronas ya marcadas y evidencia somas neuronales que sin estar
marcados pueden ser observados {marcaje negativo)

3.-Las neuronas piramidales marcadas sélo en el soma.

4.-Se comprueba que las no-piramidales mantienen su comportamiento

tipico.

La amplitud de las columnas puede variar tanto en anchura como en altura.
En relacién con el ancho {longitud) pueden ocupar toda una area, sélo una porcion
de la misma, o puede incluso continuar en el area vecina. Con respecto a la altura,
gue es lo mismo que decir cuantas capas ocupa, puede abarcar desde la capa VI
ala V (pequena altura) o prolongarse hasta la capa lI/lll (gran altura), aunque nunca

alcanzan la capa .

Los limites laterales de estas columnas suelen ser bastante nitidos (ausencia
de células) aunque, a veces, hemos observado un pequeno ndmero de células a su

alrededor que no presentan disposicion columnar.
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La amplitud y niimero.de estas columnas, en esta poblacién de animales, es

escasa, aunque se pueden observar preferentemente en las siguientes areas:

1.-La corteza gustativa, en las que aparecen pequefias columnas que
raramente alcanzan la capa IV. “

2.-La corteza motora de las extremidades, donde las zonas centrales de la
columna suele alcanzar la parte mas superficial de la capa IV. Ademas, en la capa
li/11l, el neuropilo es marcado y, en ella, se pueden evidenciar algunas neuronas
piramidales marcadas.

3.-En la corteza frontal: las células se sitian préximas a los limites con las
areas motoras de las extremidades y, sin ser tan altas, alcanzan la capa V.

4.-En la corteza occipital existen pequeﬁés columnas que suben hasta los
limites entre la capa V y la IV.

5.-En la corteza temporal de algunos animales hemos podido observar

columnas que pueden alcanzar, a veces, la capa IV.
3.2.- ANIMALES VIEJOS

Fueron analizados siguiendo el mismo protocolo utilizado en la poblacion de

animales adultos y, en general, las diferncias encontradas fueron minimas.
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3.2.1.-Descripcion del patron de distribuciéon del neuropilo en las diferentes areas.

Como ya hemos dicho, en ambas poblaciones se puede que observar poseen
un neuropilo claramente marcado en toda la corteza. Ademas, su distribucién puede
ser diferente segun las capas y el &rea analizada en la misma poblacién y entre ellas

(Fig. 9-13).

Hay que destacar que, con respecto a la capa |, el patrén del neuropilo es
coincidente en las dos poblaciones en estudio: observamos un marcaje

minimamente intenso (Fig. 9-13; 28-30).

Siguiendo un estudio antero-posterior, encontramos que en las regiones
antero-dorsales -las areas cingulares- presentan unas caracteristicas especiales en
la capa ll, con una pequenia diferencia entre las dos poblaciones: de forma habitual,
en esta capa, se marca intensamente el neuropilo remarcando los cuerpos
neuronales que no han reaccionado con ia NADPH-d. Este hecho, que en adultos
es evidente en cualquiera de las dreas cingulares, en las viejas es muy poco claro
a nivel de la Cg, (Fig. 28). Coinciden en ambas poblaciones, sin presentar
modificaciones aparentes, las caracteristicas referentes a la capa V. Tampbco
hemos observado diferencias apreciables en el resto de las capas de estas areas

(Fig. 9-10).
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En las areas frontales, las diferencias entre las dos poblaciones las
encontramos a nivel de las capaé II/1V de los cortes mas rostrales -principalmente
en la capa IV- donde los animales viejos presentan un neuropilo més marcado y con
una predisposicidn por casi todas las areas frontales, pero sin llegar a lo observado
en las areas cingulares. Mantienen, en general, una intenéidad homogénea del

neuropilo a lo largo de sus capas (Fig. 9-10).

Por su parte, las areas motoras de las extremidades presentan, en ambas
poblaciones, algunas zonas en la capa |V con mayor intensidad que las capas

circundantes.

Las éreas parietales presentan los dos tipos de marcaje del neuropilo
observados en la capa IV, y que ya fueron comentados para la poblacién aduita.
Asi, en Par,, observamos tanto la alternancia de intensidad de la zona de los
"barrell”, como aquella zona homogénea en intensidad de las partes mas mediales
del area (Fig. 10-11).

Mientras, en Par,, el neuropilo adopta un aspecto similar a las zonas mediales

del area Par, y, a medida que alcanzamos sus zonas méas caudales evidenciamos

ademas un aumento de la intensidad en las capas Il/lll (Fig. 10-11).

El area gustativa asi como todas las areas relacionadas con la cisura rhinalis

(areas de la corteza insular agranular y la perirrinal) (Fig. 10-13) mantienen, en
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ambas poblaciones, un intenso marcaje de las capas ll/Ill -siendo ademas de los
mas intensos que observamos en toda la corteza-, circunstancia que también se
presenta en la capa VI. Estos hechos son méas evidentes en los animales adultos
que en los viejos. También es més significativo en los animales adultos que la zona
del drea gustativa, limitrofe con las areas parietales, mantenga un marcaje mas

intenso en la capa IV profunda.

Las areas retroespleniales presentan diferencias en el marcaje de las capas

‘I1/I11, circunstancia que coincide en ambas poblaciones (Fig. 11-13).

Analizando las regiones caudales -las cortezas visual y auditiva,
principalmente- se pueden observar diferencias a nivel de las capas Il/lll segun el

area estudiada, que ademas son diferentes segin la poblacién estudiada.

En la corteza visual se presentan grandes diferencias entre ambas
poblaciones. Asi en adultos vemos que las capas lI/lll presentan un neuropilo mas
intenso en las dreas Oc,, tanto la mediomedial {(Oc,y,,) Y la mediolateral (Ocyy)
como la lateral (Oc, ), y que las dreas Oc, (la monocular y la binocular) no poseen
este marcaje. Mientras que en las viejas no se presentan diferencias apreciables
entre la Oc, y la Oc,, no observandose en ninguna de ella un neuropilo

intensamenmte marcado en las capas I/l (Fig. 29-30). Por otro lado se observa,
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en las dos poblaciones, que el drea Oc, tiene una capa |V mas marcada que el

resto de las dreas occipitales.

l.a corteza auditiva presenta diferencias segdn la poblacién estudiada: en los
adultos presentan una capa ll con un neuropilo tan intensaménte marcado que nos
permite observar los cuerpos neuronales que no han reaccionado con la NADPH-d,
circunstancia no observada en las viejas, en las que se evidencia una
homogeneidad entre las capas. Las adultas también presentan una capa |V intensa,
situacién que en los animales viejos se observa exclusivamente en Te,;; hay que
tener en cuenta que es ésta el area que lo presenta de forma mas intensa en

adultos (Fig. 12-13).
3.2.2.-Tipos neuronales.

En ambas poblaciones los tipos neuronales que distinguimos son
esencialmente los mismos y observamos mayoritariamente neuronas no-piramidales

y no espinosas, aunque también se observan piramidales, aunque de forma

esporadica.
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Los tipos que observamos fueron los siguientes:

3.2.2.1.-Delacapalala V.

No-piramidales.

Bipolares.

La morfologia no presenté diferencias objetivables entre las poblaciones,

coincidiendo con la ya descrita (Fig. 89-91).

Fue el tipo que en menor proporcién se presentd. En el caso de los adultos
encontramos con algo mas de frecuencia las que poseen una orientacién vertical
gue las horizontales; no sucedidé asi en los animales viejos, en los que no parecen

existir diferencias claras.

Las bipolares horizontales (Fig. 91) se localizan en todas las capas con
excepcion de la capa |, aunque en las adultas las localizamos preferentemente en
las capas ll/lll, en las viejas muestran una preferencia por la capa V, aungque no son

abundantes.
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Las que poseen una orientacion vertical (Fig. 89-90) estan ubicadas en todas
las capas, con la excepcién de la capa | en ambas poblaciones poblaciones, y se
presentan en un ndmero variable segdn la capa. En las adultas se sitdan

preferentemente en las capas ll/lll y en las viejas, ademads, invaden la capa IV.
Bipenachadas.
Morfolégicamente no existen diferencias entre las dos poblaciones (Fig. 92).

Su proporcién es, en ambas edades, mayor que la observada con las
bipolares. Si comparamos su nimero con otros tipos neuronales, como es el caso
de las multipolares (estrelladas), vemos que en las dos poblaciones la proporcion

es semejante.

Las bipenachadas con un arbol dendritico horizontalizado se ubican
mayoritariamente en las capas ll/lll en ambas poblaciones de animales, aunque en
el caso de las adultas se presentan, ademads, en la capa |, lo que no es frecuente

en las viejas.

Las que adoptan una orientacién vertical (Fig. 92) son méas frecuentes en
ambas poblaciones, aunque esta circunstancia es mdas evidente en las viejas. La

distribucién en ambas es amplia, abarcando mayoritariamente las capas II/lll,
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aunque en las viejas también son numerosas en la capa V. Sin embargo no las

pudimos observar, en ningdn caso, en la capa I.
Multipolares.
En ambas poblaciones son de las mas numerosas y en ellas consideramos
dos subtipos.
-Multipolares (Estrelladas)
-En formade To Y
Muitipolares (Estrelladas).
La morfologia no varia entre las poblaciones estudiadas (Fig. 93-95).
Dentro del tipo de las multipolares son las mas numerosas, tanto en las
adultas como en las viejas. En ambas poblaciones, y junto con las bipenachadas

verticales, constituye el tipo dominante en la corteza cerebral de estos animales.

Se distribuyen de forma semejante por todas las capas.
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En formade T o Y.

La morfologia es similar en las dos poblaciones de animales (Fig. 96).

Entre los animales adultos y los animales viejos no existen diferencias, ni en
la relacion con los otros tipos celulares ni en la localizacién. Se presentan con
menor frecuencia que el resto de los tipos neuronales. Se localizan preferentemente

en las capas li/lil y 1V.

Atipicas.

La morfologia en las dos poblaciones de animales es la misma, e incluye los

tipos no clasificables entre los grupos morfolégicos habituales (Fig. 97).

Son neuronas que encontramos en todas las capas con la excepcion de la
capa |. Destacamos en el caso de las viejas que su presencia se puede considerar

importante en la capa V.

Piramidales.

Lo observado en los animales adultos y viejos fue aproximadamente lo

mismo, ésto es, neuronas de mediano tamano marcadas en su totalidad con una
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presentacion esporadica y sin predominio determinado ni por zonas ni por capas ni

por areas (Fig. 174).

3.2.2.2.-Capa VIl y sustancia blanca.

La capa VI.

En esta capa se distinguen las mismas zonas que en los animales adultos:

una zona profunda y otra superficial.

La proporciéon de neuronas con la sintasa del 6xido nitrico segin las zonas

se mantiene igual que en los aduitos.

Analizando la capa VI, podemos considerar que no existen diferencias
apreciables en cuanto a tipologia neuronal entre ambas poblaciones de animales

(Fig. 157). Sin embargo destacamos la preferencia de las bipolares verticales por

presentarse en esta capa, principalmente en los animales vigjos.

En la capa Vi, las neuronas tienen un aspecto muy irregular pudiendo

considerarse atipicas, igual gque en los animales adultos y con las mismas

caracteristicas.
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Sustancia blanca.

En las dos poblaciones de animales se observd la presencia de las neuronas
con la sintasa del 6xido nitrico, que se presentan en distinta proporcién segtn las
zonas analizadas.

En proporcién, estas neuronas son menos abundantes en los animales viejos.

Capsula externa.

Es la zona de sustancia blanca donde encontramos un mayor nimero de
neuronas con sintasa del 6xido nitrico, a pesar de que en los animales viejos el

ndmero de células encontradas sea menor que en los adultos.

La distribucién y iocalizacién de las neuronas se mantiene idéntica en ambas

poblaciones.
Los grupos neuronales que presentan los animales viejos evidencian

diferencias con los de las adultas: son méds escasos y presentan un menor nidmero

de neuronas. Ademas, no suelen coincidir con grupos de la capa V! profunda.
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La tipologia neuronal no presenta diferencias apreciables entre ambas

poblaciones (Fig 158-159).

Cingulum.

La localizacién es aproximadamente la misma en las dos poblaciones;

también coinciden los tipos neuronales observados.

Comisura blanca anterior.

En general no se encuentran las neuronas con sintasa del 6xido nitrico
aunque, a veces y en poca cantidad, las podemos encontrar en las areas

periféricas. -
Normalmente son neuronas horizontales con poca arborizacién dendritica.
Cuerpo calloso.
Se distribuyen- a lo largo de toda su longitud de forma aislada. En ambas

poblaciones de animales el nimero de neuronas no es elevado, aunque siempre es

menor en los animales viejos.
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lLa tipologia neuronal coincide en las dos poblaciones -bipolares y

bipenachadas-.
3.2.3.-Agrupaciones neuronales en corteza.
3.2.3.1.-DelacapalalaV.

A pesar de que lo habitual sea una presentacién aislada, tanto en la
poblacién de adultas como en la de viejas, se presentan grupos neuronales (Fig.
174).

Estos grupos, en ambas poblaciones, se localizan mayoritariamente en las
capas ll/lll, aunque en los adultos la capa VI también presenta un abundante

numero de grupos neuronales.

Los grupos neuronales de las capas Il/lll de los animales adultos y viejos no

presentan diferencias apreciables.

Tampoco se observan diferencias en los grupos que adoptan una disposicién

lineal ni en las "agrupaciones” de grupos.
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3.2.3.2.-De la capa VI.

Como ya comentamos en los animales adultos, las neuronas de la capa VI,
y las del resto de las capas, aunque mayoritariamente las encontramos de forma

aislada, tampoco es extrano encontrarlas formando grupos celulares.

Los grupos se van a diferenciar entre los encontrados en la zona superficial

y los de la profunda.

Los grupos de la capa VI, no presentan diferencias relevantes con respecto
a los descritos en los animales adultos: presentan un ndmero y comportamiento
similares y se relacionan con los grupos de capas mas superficiales y con los
grupos de la capa VI, mediante neuronas aisladas, como sucede en los énimales

adultos.

En los grupos de la capa Vi, no se aprecian diferencias claras ni en el nimero
de neuronas -que es poco elevado- ni en la predominancia de las atipicas. Donde
si se han constatado diferencias es en la relacién con la sustancia blanca: la
correlacién con grupos neuronales de ambas estructuras, en animales viejos, es
infrecuente, al contrario de lo que hemos observado en adultos (Fig. 175). Sin
embargo, a veces, observamos préximos a estos grupos neuronales 1 0 2 neuronas

aisladas en la sustancia blanca.
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3.2.4.- Resumen de distribucién de los tipos neuronales.
3.2.4.1.-Capal l.

La proporcién de neuronas en esta capa, como ya hemos comentado, es baja

en ambas poblaciones y aun mas en las viejas.

En los dos grupos de animales observamos los mismos tipos celulares y con

caracteristicas sin diferencias apreciables.
3.2.4.2.-Capa ll.

En ambas poblaciones esta capa es una de las de mayor proporcién de
neuronas, con un evidente predominio del tipo multipolar, aunque existen también
gran ndmero de bipenachadas.

En las adultas las multipolares son preferentemente de mediano o gran

tamafo, mientras que en los animales viejos es extraino encontrar neuronas de gran

tamaino, siendo generalmemte de mediano tamano.
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La orientacion del &rbol dendritico es, en ambas poblaciones, horizontal a la
piamadre, aunque en los animales viejos no es extraio encontrar multipolares

estrelladas.

Las caracteristicas del soma de las multipolares es fundamentalmente igual

en las dos poblaciones.

Las multipolares en "T" parecen algo mas abundantes y pequefas en la

poblacion de viejas.

En{oreferente alas bipenachadas el comportamiento no presenta diferencias

apreciables entre las dos poblaciones.

En los animales viejos las bipolares no parecen presentar diferencias
numéricas en la orientacién del arbol dendritico -nGmero similar de células
horizontales y verticales-; mientras las aduitas evidencian un mayor ndmero de

bipolares horizontales.

En cuanto a las atipicas y piramidales no hay que destacar diferencias entre

los dos grupos de poblacion.
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3.2.4.3.-Capa lll.

Las dos poblaciones presentan un elevado nimero de multipolares, mientras
en las adultas éste es el tipo predominante, en las viejas las bipenachas también

son abundantes.

En las areas retroespleniales y cingulares las viejas presentan muy escaso
ndmero de neuronas, aunque las multipolares que observamos tienen

caracteristicas similares a las de las adultas.

Las areas parietales, al igual que las zonas caudales -occipitales y

temporales-, no parecen presentar diferencias entre las poblaciones.

El tipo neuronal bipenachado se presenta en las adultas generaimente
ocupando las regiones intermedias -exceptuando los polos frontal y occipital-
mientras que en las viejas se observan mas homogéneamente distribuidas por todas

las regiones.
El soma fusiforme tipico de este tipo neuronal es mas evidente en las areas

temporales (auditivas), sin que por ello dejemos de observar algunas de aspecto

mas globoso.
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Las bipolares, las atipicas y las piramidales no presentan diferencias

apreciables entre las dos poblaciones.

3.2.4.4.-Capa IV.

El tipo predominante en las adultas es el muitipolar mientras que en las viejas

existe una proporcién similar entre multipolares y bipenachadas.

En relacién a las bipenachadas la unica diferencia apreciable entre las

poblaciones es el nimero, ya que no se observan cambios en la morfologia celular.

El tipo multipolar tampoco presenta otro tipo de diferencia que no sea el de

su diferente proporcién con relacién a las bipenachadas.

Las bipolares mantienen las mismas caracteristicas en ambas poblaciones.

Lo mismo ocurre con las atipicas y las piramidales, que son muy escasas.

3.2.4.5.-Capa V.

No existen diferencias en la proporciéon de los tipos entre ambas poblaciones,

aunque las viejas parece que presentan menor nimero global de neuronas.
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Los tipos neuronales no presentan diferencias evidentes entre las dos

poblaciones.

En ambas las zonas profundas de la capa V comienzan a tener caracteristicas

de la capa VI ya comentadas en la poblacién adulta.

Con respecto a los porcentajes relativos por dreas encontramos lo siguiente:

tipos neuronales (medias de %)

Bipenachada Bipolar Multipolar Atipica

cingular

retroesplenial

frontal

motora

somestésica

visual

auditiva

insular dorsal
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3.2.5.-Distribucion de las neuronas con sintasa del dxido nitrico en la corteza

cerebral.

Comprobamos, tanto en ios animales aduitos como en los viejos, la
existencia de neuronas con la sintasa del éxido nitrico distribuidas a todo lo largo
de la corteza cerebral con la excepcién de la regidén del "indusium griseum"” (Fig.

184).

En ambos casos la distribucién adopta un patrén laminar. El nimero de
neuronas observadas en la capa | es escaso, aunque estas células son atin mas
infrecuentes en la poblacion de ratas viejas que en la de adultas. En el resto de las

capas la proporcidén de neuronas coincide en ambas (Fig. 184).

Como hecho significativo en las dos poblaciones hemos observado la
presencia de territorios donde no aparecen neuronas con la sintasa del 6xido
nitrico, aunque se puede observar un neuropilo moderadamente marcado con la

NADPH-diaforasa (Fig. 189-191).

También se mantuvo, como hecho general, que estos espacios ocuparan
todo el espesor de la corteza (se extienden desde la piamadre hasta la sustascia

blanca) y que es complicado establecer un patron comparativo entre amplitud y
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localizacién de los mismos, sin embargo, existen diferencias apreciables entre

ambas poblaciones en algunas de las localizaciones en que mas se repitieron.

En las dos poblaciones, a medida que nos desplazamos rostro-caudalmente,
el nimero de espacios aumenta y se encuentran mas proximos entre si (Fig. 189-

191).

Se comprobé que en ambas era posible observar frecuentemente estos
espacios en los limites de las éreas Fr2, Fr1 y Fr3. En los animales viejos vimos,
ademas, que cuando se presentaban en las zonas mas caudales de la corteza
frontal, las areas Fr2 y Fr1 estaban ampliamente ocupadas por uno de estos

espacios (Fig. 189).

En la corteza parietal se mantiene la misma distribucién en ambos grupos y
constatamos la existencia de un nimero considerable de espacios que estdn mas

proximos entre si a medida que nos trasladamos caudaimente (Fig. 189-190).

Existen diferencias a nivel de la corteza occipital: en los animales adultos los
espacios estan préoximos pero el area que ocupan no es amplia, por el contrario, en
los viejos, los espacios mantienen una corta distancia entre si pero su area es mas

amplia (Fig. 191).
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La corteza retroesplenial y la porcién dorsal de la insular no presentan

diferencias apreciables entre las dos poblaciones.

3.2.6.-Relacion de las neuronas con la sintasa del 6xido nitrico con los vasos

sanguineos.

Las dos poblaciones presentan similares caracteristicas morfolégicas con

respecto a las neuronas relacionadas con los vasos sanguineos (Fig. 211- 213).

La distribucidén y proporcién no presenta diferencias evidentes entre ambas

poblaciones.

3.2.7.-Datos obtenidos con la fijacion con glutaraldehido.

Se realizé el estudio de la distribucién y de la tipologia neuronal de las

neuronas con la sintasa del éxido nitrico y las comparamos con los resultados que

habiamos obtenido para la fijacién con paraformaldehido.

Realizados estos estudios no pudimos demostrar diferencias apreciables en

lo referente a las neuronas no-piramidales que se presentan en estos animales, de

la misma forma que habia sucedido en los animales adultos.
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Con respecto a las neuronas piramidales observadas, se comprobé la
existencia de dos tipos de presentacidn: el que aparece de forma esporadica tanto
en esta poblacién como en la fijada con paraformaldehido, que incluye neuronas de
mediano tamano marcadas en su totalidad que no presentan afinidad por ningin
area, zona o capa de la corteza cerebral del animal; y el que muestra neuronas
piramidales con marcaje exclusivamente del somay que encontramos de forma mas

constante y numerosa.

Estas neuronas no marcadas en su totalidad sélo las observamos en la capa
V1, y de forma aislada, coincidiendo a veces con un aumento del neuropilo. En el
resto de las capas no se ha podido comprobar su existencia, lo que impide

taxativamente la aparicion de una distribucién en columnas.

En cambio, en algunas areas se observa un neuropilo lo suficientemente
intenso que remarca los somas de algunas neuronas -areas préximas o en relacién

con la cisura rinal-.
Al igual que en los animales adultos, se pudieron apreciar neuronas

piramidales con el soma marcado en la zona del claustrum, aunque en menor

proporciéon gue en aquellas.
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Algunos especimenes de esta poblacidon presentaban glia positiva con la

NADPH-diaforasa.

3.3.- ANIMALES JOVENES (1 mes).

Se realizaron estudios comparativos con los animales adultos, en los que no
pudimos demostrar diferencias apreciables en la distribucién ni en la tipologia de
las neuronas no-piramidales, tanto con la fijacién con paraformaldehido como con

la de glutaraldehido (Fig. 98-1086).

Las neuronas piramidales observadas con paraformaldehido también
presentaron el mismo tipo de marcaje que en los animales adultos aunque, de igual
forma, evidenciamos la presencia de neuronas piramidales marcadas
exclusivamente en su soma. El nimero de neuronas es elevado en las capas donde
se presentan y no esporadico como es el caso de las piramidales marcadas en su

totalidad.
Estas neuronas piramidales marcadas exclusivamente en el soma se

distribuyen preferentemente en las capas li/lll y en la capa IV. En la capa V y la VI

se presentan en poca cantidad y presentan un mayor tamano.
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En la corteza frontal se observan en algunas areas como es el caso del area
Fr1; ademas se encuentran con claridad en las dreas motoras de las extremidades
y en el drea parietal. No se pudieron demostrar en la corteza cingular ni en la

retroesplenial.

Estos hallazgos no adoptaron la misma intensidad en todos los animales: en
algunos lo observamos de forma clara mientras que, en otros, el marcaje no era del

todo nitido.

Este marcaje se hizo mas evidente en los animales fijados con glutaraldehido
donde se pudo demostrar la existencia de las neuronas piramidales de mediano
tamano marcadas en su totalidad que se presentan de forma esporddica en
cualquier area, zona o capa de la corteza cerebral del animal, sin predileccién por
ninguna en especial; y otro, consistente en la presencia de marcaje exclusivamente

en el soma neuronal (Fig.178-180).

Estas neuronas no marcadas en su totalidad se distribuyen preferentemente
en columnas, similares en forma a las descritas en los animales adultos (Fig. 180-

181).

La amplitud y distribucién de las columnas varia en funcidn del area rostro-

caudal en la que nos encontremos. Asi, en la corteza cingular, en el area
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infralimbica de la corteza frontal medial y en la corteza peduncular dorsal no se

pudo evidenciar la existencia de este tipo de marcaje en la corteza.

En cambio, en las areas frontales, se observa de manera evidente la
presencia de estas columnas que alcanzan, en general, la capa Il. Su limite superior
puede considerarse festoneado ya que, a veces, sélo llega a la capa IV. El neuropiio
esta, a su vez, intensamente marcado mientras bordea o contornea los somas

neuronales, haciéndolos aln més evidentes.

La presencia de neuronas en estas columnas varia segun las capas, asi se
puede observar gue la capa V evidencia una menor proporcidon de las mismas

aunque, por el contrario, las neuronas presentan un soma de mayor tamano.

Si analizamos la corteza frontal, y a medida que nos trasladamos
caudalmente, observamos como las columnas se prolongan en anchura hacia la
corteza motora de las extremidades, ocupando en éstas un menor ndmero de
capas: llegan hasta la capa V y a veces a la zona profunda de la capa IV. La capa
V, como ya sucedié en las columnas de la corteza frontal, mantiene una menor

proporcion de neuronas y unos somas de mayor tamafno.

La corteza parietal no suele presentar columnas aunque, a veces, sus zonas

mas rostrales presentan pequefias columnas que alcanzan la capa V, cuyo limite
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superficial parece difuminarse a medida que avanza en la capa V, en la que escasea

estas células.

Analizando la corteza retroesplenial observamos un comportamiento diferente
para la regién agranular y para la granular: sélo observamos la presencia de
columnas en la regidn granular. Ocupan la capa VI/V y, a veces, la zona profunda
de la capa IV. La capa V sigue manteniendo una menor cantidad de neuronas,

aunque presentan un soma de mayor tamafo que en el resto de las capas.

Otras areas estudiadas fueron las occipitales: casi todas ellas presentan
columnas; son mas importantes y ocupan una mayor cantidad de capas en las
areas occipitales mas Iate_rales. En éstas, las coltjmnas alcanzan la capa Il y poseen
un neuropilo tan intensamente marcado que, en ocasiones, nos permite distinguir
ta columna sin necesidad de utilizar el microscopio. En las zonas occipitales mas

ventrales las columnas llegan a las zonas profundas de la capa IV {(mas bajas).
Donde también observamos alguna columna, no muy amplia, que alcanza la

capa V vy, rara vez, la zona profunda de la capa IV, es en la corteza temporal y, en

algunos casos, en la gustativa.
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En cuanto a la distribucién no relacionada con las columnas hay que

comentar una serie de datos:

1.- En ninglin caso observamos estas neuronas piramidales -no marcadas en
su totalidad- ocupando la capa I.

2.- La capa ll s6lo fue ocupada en aquellas areas en las que se presentd una
distribucién columnar alta {por lo tanto, en las zonas donde no habian
columnas no las pudimos observar).

3.- Se observd que en ia capa V la proporcién era siempre menor a la de
otras capas, incluso’en las columnas, aunque sus neuronas, en general,
poseen un soma de mayor tamano.

4.- En la capa VI superficial estas neuronas piramidales presentan un soma
de mediano tamano, mientras que en la profunda poseen un soma mas
pequeio.

5.- La capa VI profunda mantiene constante este marcaje, exceptuando a la
‘corteza cingular. Ademas parece existir un aumento del marcaje de la glia en
las areas caudales.

6.- La capa VI superficial también mantiene el marcaje aunque no abarca
toda su amplitud. Esta circunstancia tampoco se presentd en el area

cingular.
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No es extraio que en algunas dreas, principalmente la parietal en la que no
se forman columnas, podamos observar en la capa |V algunas de estas neuronas.

Ademés se presentan de manera aislada en la capa V, siendo de mayor tamanio.

También es de destacar que, en las zonas cercanas a la cisura rinal, el
neuropilo remarca los somas neuronales de la capa Il/ill, cosa que también sucede

en las columnas occipitales més dorsales.

La fijacién con glutaraldehido tampoco modificé los datos obtenidos con el
paraformaldehido en lo referente a las neuronas relacionada con los vasos

sanguineos (Fig. 214-221).

3.4.-INMUNOHISTOQUIMICA.

Los estudios realizados con la inmunohistoquimica demostraron que la
distribucion y tipologia neuronal encontrada con ella era la misma que podiamos ver
con la técnica histoquimica de la NADPH-diaforasa, ta.nto para las neuronas no-
piramidales como para las piramidales (Fig. 108-117; 176-177; 182-183; 222-

225).
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Discusion

1.-Sobre la actividad biolégica de la NADPH-diaforasa.

Uno de los aspectos méas comprometidos que han tenido que afrontar los
investigadores que han analizado la presencia de la enzima NADPH-diaforasa ha
sido, sin duda alguna, la poca informacién disponible acerca de la actividad

fisiolégica de la misma.

En general, las diaforasas pueden definirse como sistemas enzimaticos que
pueden oxidar nucledtidos piridinicos reducidos sin necesidad de afadir aceptores
{Levine et al., 1.960). De forma mas general aun, las diaforasas son consideradas
como una clase de deshidrogenasas que catalizan la deshidrogenacién de las
formas reducidas de los nucledtidos NAD y NADP (Bancroft & Hand, 1.987). De
poca significacion bioqurl’mica, ya que el término diaforasa no describe una actividad
-enzimatica fisiologica precisa, su empleo en histoquimica ha sido, sin embargo,

plenamente aceptado (Vincent & Kimura, 1.992).

lLa técnica histoquimica para detectar la enzima NADPH-diaforasa en el
cerebro se caracteriza por: a) su sorprendente reproductividad; b) la constatacién
de su presencia en grupos neuronales especificos que no coincidian con la conocida
descripcién de otras ehzimas, neurotransmisores o neuropéptidos (Thomas &

Pearse, 1.964; Vincent & Kimura, 1.992); c) el reconocimiento de una enzima
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particular diferenciada de otras deshidrogenasas que pueden utilizar NADPH (Hope
& Vincent, 1.989; Scherer & Singler, 1.983; Thomas & Pearse, 1.964; Vincent et
al., 1.983); y, por Gitimo; d) su especial comportamiento en situaciones patoldgicas
(Ferrante et al., 1.285; Koh et al., 1.986; Kowall & Beal, 1.988; Thomas & Pearse,
1.961). Todas estas caracteristicas han contribuido a mantener el interes en la

continuidad de los estudios de la NADPH-diaforasa en el cerebro.

Los intentos de caracterizacién bioquimica (Kuonen et al, 1.988) e
‘histoquimica (Hope & Vihcent,.1 .989) de la enzima NADPH-diaforasa, permitieron
establecer la presencia en el cerebro y en otros tejidos de una enzima directamente
relacionada con la enzima detectada en la técnica histoquimica de la NADPH-
diaforasa. Sin embargo, poca o ninguna indicacién apdrtaban estos trabajos acerca

de la posible actividad fisioldgica de [a NADPH-diaforasa.

“ NADPH-diaforasa = Oxido nitrico sintasa “

La confirmacién de que el radical 6xido nitrico (NO) era el responsable de la
relajacion de las fibras musculares de los vasos sanguineos (lgnarro et al., 1.987;
Palmer et al., 1.987) y la determinaciéon posterior de su presencia en una
complejisima variedad de sistemas y tejidos (Moncada et al., 1.991,) abrieron las

puertas de una intensa actividad investigadora.
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Una vez que el 6xido nitrico fue reconocido como mensajero celular en el
sistema nervioso central (Garthwaite et al, 1.988, 1.989) se confirmé la presencia
de un enzima formador de 6xido nitrico: la 6xido nitrico sintasa -NOS- (Knowles et
al., 1.989) que fue purificado en breve tiempo (Bredt & Snyder, 1.990), y
posteriormente clonada y secuenciada (Bredt et al., 1.991,), Vdenominandose NOS

neuronal, o NOS |.

Los estudios de la actividad catalitica de las 6xido nitrico sintasa permitieron
conocer que la formacion de 6xido nitrico se realizaba a partir del aminoacido L-

arginina en una reaccion que es NADPH dependiente (Knowiles et al., 1.989).

La posibilidad de que existiera relacién entre la NADPH-d y la NOS fue puesta
de manifiesto por primera vez por Hope et al. (1.990) quienes, utilizando un
anticuerpo que reconoce la NADPH-d, obéervaron en western blot que se marcaba
una banda correspondiente a una proteina de 150 KD, equivalente a la de la NOS.
Trabajos posteriores confirmaron la relacién de identidad entre la NADPH-d y la
NOS (Dawson et al., 1.991; Hope et al., 1.991). Como consecuencia de ello, se
produce una reinterpretaciéon de los datos obtenidos con la técnica histoquimica
para detectar la NADPH-d asumiendo que, cuando se usaba la técnica histoquimica,
en la realidad, estdbamos detectanto NOS vy, por tanto, células productoras de NO
(Vincent & Hope, 1.992; Vincent & Kimura, 1.992). Sin embargo, a pesar de existir

una gran mayoria de neuronas en las que se puede considerar una identidad entre
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NADPH-d y NOS |, algunos autores consideran que los estudios histoquimicos de
NADPH-d y los inmunohistoquimicos de NOS presentan ciertas discrepancias en

algunas é4reas cerebrales (Rodrigo et al, 1.994)}.

Es esta una compleja controversia de dificil solucién, que indudablemente
requiere una explicacién definitiva de la que aldn no disponemos. Desde los
primeros trabajos que establecieron la relacién entre NADPH-d y NOS se puso de
manifiesto que si bien toda la NOS tenia actividad NADPH-d no todas las NADPH-

diaforasas poseian actividad NOS (Snyder & Bredt, 1.991).

Estudios bioquimicos posteriores establecen la existencia de multipies
NADPH-d en el cerebro de la rata, de las que la relacionada con la NOS | debe
considerarse como una fraccién del total de las diaforasas existentes en el cerebro
(Matsumoto et al., 1.993; Tracey et al., 1.893). Significativamente la actividad de
las NADPH-diaforasas no relacionadas con la NOS | queda abolida por razones
desc;nocidas cuando ei tejido es fijado con paraformaldehido 4% (fijador

comunmente empleado en el desarrollo de la técnica histoquimica). En ese caso

tendremos coincidencia de NADPH-d y NOS en los mismos elementos celulares.

La influencia de la fijacion en la reaccién histoquimica para determinar
NADPH-d no ofrece dudas y varios estudios asi lo indican (Buwalda et al., 1.995;

Kharazia et al., 1.994; Matsumoto et al., 1.993; Nakos & Gossrau, 1.994). En
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areas cerebrales como el asta de Ammon del hipocampo, cuyas células piramidales
no presentan actividad NADPH-d ni tampoco NOS |, se ha descrito la presencia de
reaccion NADPH-d en dichas células cuando el tejido es tratado con
paraformaldehido al 2% o con glutaraldehido. Asimismo, no puede detectarse la
NOS | pero si la NOS lll (Dinerman et al., 1.994). En otros césos se ha descrito la
presencia de NOS | en las células piramidales del asta de Ammon en tejidos
sometidos a un proceso especiai de fijacién (Wendland et al., 1.994). Ademas se
ha podido observar marcaje de neuronas en varios centros nerviosos tras el dafo
cerebral en tejido previamente fijado con paraformaidehido al 4%, donde cabe
suponer que la Gnica NADPH-diaforasa detectable es la relacionada directamente
con las NOS | (Chen & Aston Jones, 1.994; Clowry, 1.993; Divac et al., 1.993;
Gohzélez et al.,, 1.987; Hong et al., 1.993; Kato et al., 1.994; Kitchener et al.,
1.993; Malatino et al., 1.993; Okamura et al., 1.994; Regidor et al., 1'.993b, 1.994;
Ruan et al., 1.994; Solodkin et al., 1.992; Traub et al., 1.994; Vercelli & Cracco,

1.994; Wu, 1.993).

Por otra parte cada vez son mas las observaciones que nos muestran la
actividad NOS | en el SNC (Endoh et ai., 1.894; Fujisawa et al., 1.994; Grossman
et al., 1.994; Kadowaki et al., 1.994; Kristensson et al., 1.994; Minc-Golomb et
al., 1.994; Squadrito et al., 1.994; Verge et al., 1.992; Villar et al., 1.994; Weiner
et al., 1.994; Wu et al., 1.994; Wu & Scott, 1.993; Yu, 1.994; Zhang et al.,

1.994).
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Teniendo en cuenta que, de una manera analoga a o que ocurre con otros
muchos sistemas enzimético.s cerebrales, las NOS se manifestan durante el
desarrolio embrionario y posnatal (Bredt & Snyder, 1.994; Croul-Ottman & Brunjes,
1.988; Derer and Derer, 1.993; Ma et al, 1.991; Sajin et al, 1.992; Tomic et al,
1.994; Wetts et al, 1.993; Yan et al, 1.994) en grupos neuronales donde ya no se
detectan en el adulto. Durante el desarrolio embrionario del cerebro pueden
detectarse variantes de la NOS | {Ogilvie et al., 1.99b), y, a su vez, las diferentes
formas de NOS pueden ser inducidas en las neuronas por el factor de crecimiento
neuronal (NGF) (Peunova & Enikolopov, 1.995): el NO producido en estas celulas
actuaria como una sefal citostatica necesaria para interrumpir el proceso de

divisién celular y comenzar el proceso de diferenciacion.

Si bien es cierta la consideracién de que toda la actividad NOS es NADPH-d
no es cierto lo contrario (Snyder & Bredt, 1.991) por lo que una parte sustancial de
la NADPH-d no esté relacionada con la NOS | (Matsumoto et al, 1.993). También
hay que tener en cuenta que las investigaciones maés recientes ponen de relieve
algunos aspectos novedosos acerca de las NOS y en concreto de la NOS neuronal.
Efectivamente, hasta el momento la NOS neuronal, o NOS |, se ha considerado
como una enzima mayoritariamente citosdlica (Forstermann et al., 1.991, 1994,
Griffith & Stuehr, 1.995; Matsumoto et al., 1.993; Nathan & Xie, 1.994; Sessa,
1.994; Stuehr & Griffith , 1.982), sin embargo, nuevas observaciones indican que

una parte sustancial de la NOS | estd unida a membrana (Hecker et al., 1.994), lo -
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gue coincide con las observaciones ultraestructurales, en las que gran parte del
marcaje se localiza a nivel de membranas de reticulo endopldsmico y aparato de
Golgi (Faber-Zuschratter & Wolf, 1.994; Mitzukawa et al., 1.988,; Wolf et al.,

1.992).

Por uitimo los estudios de las NOS en el cerebro mediante la determinacidn
radioautografica del inhibidor especifico, [H®] L-n-g-nitroarginina, presentan datos
totalmente equiparables a los obtenidos con la NADPH-d (Burazin & Gundlach,

1.995; Kidd et al., 1.995).

Para terminar este apartado, no podemos dejar de analizar la relacién
existente entre las NOS y la reductasa del citocromo P450, las cuales presentan
una importante homologia estructural y funcional (Bredt et al., 1.991,; Porter &
Kasper, 1.985b), asi como la posibilidad de que parte de la actividad NADPH-d
cerebral pueda ser asignada a la citocromo P450 reductasa (CPR) y no a las

isoformas de NOS.

Si bien los primeros estudios de la localizacién de la CPR en el cerebro
indicaban su presencia en grupos neuronales diferentes a los que poseian NADPH-d
(Haglund et al., 1.984; Vincent, 1.986), estudios mas recientes detallan la
coincidencia de algunas localizaciones de la CPR y la NOS, fundamentalmente en

neuronas corticales no piramidales de la capa ll a V, pero no en la capa VI (Norris
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et al., 1.994). Ese mismo estudio establece la presencia de CPR en neuronas
piramidales de la corteza cerebral en una localizacién en la que se ha descrito
induccién de NADPH-d (Regidor et al., 1.993,). La relaciéon de la CPR con las
neuronas que contienen diversas isoformas de CPR y observaciones de que la CPR
es inducible selectivamente (Ravindranath et al., 1990), dejan abierta la posibilidad
de que, en determinadas circunstancias, pueda ser detectada NADPH-d en relacion

con CPR en neuronas piramidales.
2.-NOS/NADPH-d presente en las neuronas de la corteza cerebral.

Desde las primeras referencias a neuronas ricas en NADPH-d (Thomas y
Pearse, 1961) quedd establecido que, en la corteza cerebral, las neuronaé ricas en
NADPH-d éonstitufan un grupo cuantitativamente pequeno, aunque particuiarmente
sorprendente por su especial actividad enzimética. Los estudios bioquimicos de la
actividad de la NOS/NADPH-d en el cerebro coinciden en determinar que la corteza
cerebral es un lugar de baja actividad en comparacién con otras areas cerebrales.
En generai puede decirse que sélo del 1 al 2% del total de las neuronas corticales

presentan NOS/NADPH-d (Lowestein & Snyder, 1992).

En general, se acepta que las neuronas NOS/NADPH-d de la corteza
pertenecen al grupo de las no-piramidales {Thomas & Pearse, 1961; Snyder &

Bredt, 1991; Vincent & Hope, 1992).
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De los estudios realizados hasta la fecha -probablemente debidb al bajo
nimero de neuronas de la corteza- poca atencién se ha prestado al andlisis
detallado de su morfologia, distribucién y localizacién. Tal vez el trabajo que aporta
una descripcién mas completa de los tipos neuronales NOS/NADPH-d en la corteza
cerebral de la rata sea el de Leigh et al. (1.290), quieneé describen tres tipos
celulares: multipolares, bipolares en capas |l a V y grandes multipolares y bipolares
de las capas VI y de la sustancia blanca cortical. Meyer et al. {1.991) hacen un
estudio detallado de las neuronas de la sustancia blanca coincidiendo con la
descripcién de Leigh en la poblacién mixta bipolares y multipolares que ellos
consideran como neuronas de la capa VI, desplazadas cuyos axones se extienden
en el espesor de la corteza. Este dato coincide con los estudios de Divac et al.
(1.987) en los que se demuestra que la mayor parte de las neuronas de la capa VI
de la corteza cerebral de la rata presentan axones ascendentes en la corteza.
Vincent y Kimura (1.992) en su extenso trabajo sobre la distribucion de las
neuronas NOS/NADPH-d en el cerebro de la rata prestan muy poca atencién a la
corteza cerebral indicando solamente que en ella se encuentran células multipolares
grandes. Sorprendentemente, estos autores equiparan dichas células a las células

NOS/NADPH-d del ntcleo olfatorio anterior.

Druga & Syka (1.993) analizan el 4rea auditiva de la rata haciendo un analisis
de la distribucién de las neuronas NOS/NADPH-d en las diferentes capas corticales.

" Indican que no hay neuronas NOS/NADPH-d en capa | y que la mayor densidad se
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encuentra en las capas mas profundas. En lo que hace referencia a tipos neuronales
sefialan que las neuronas muitipolares son més frecuentes que las bipolares y que
las bipenachadas y que, ademads, ia mayor variedad de formas se encuentran en ia
capa VI. Contrariamente a esa observacién Valstschanoff et al. (1.993,) refieren
que las neuronas NOS/NADPH-d estan distribuidas uniformemente en todas las
areas corticales y que la mayor densidad ceiular se localiza en las capas !-lil.
Consideran que el tipo neuronal mas frecuente es el de las bipolares no espinosas
y que en las capas mas profundas predominan las multipolares; asimismo detectan

algunas neuronas de tipo piramidal.

Por uitimo Rodrigo et al (1.994), en su extenso andlisis del cerebro de rata
empleando técnicas inmunohistoquimicas, prestan poca atencién a la corteza
cerebral. Describen las neuronas NOS como no espinosas de morfologia fusiforme,
triangular y multipolar. No hacen mencién a las neuronas de la sustancia blanca ni

a la distribucién general en las capas v/o éreas corticaies.

Las observaciones realizadas en la corteza cerebral del gato (Kuchiiwa et al.,
1.994; Mizukawa et al., 1.988,; Mizukawa et al., 1.989), coinciden con las dadas
para la rata en términos generales, en cuanto a tipos neuronales se refiere. Se
observa una distribucidon generalizada en todas las areas corticales sin predominio
por alguna en particular, con presencia de neuronas mayoritariamente multipolares

. pero con una clara abundancia en las capas profundas de la corteza.
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En la corteza cerebral del mono los datos son anélogos é los descritos para
el gato: abundancia de éélulas NOS/NADPH-d en capas profundas y sustancia
blanca, cuya morfologia es multipolar, bipolar o bipenachada (Hashikawa et al.,
1.994; Sandell, 1.986). En las capas superficiales se aprecia mayor abundancia de
neuronas debilmente marcadas con la enzima y en las que dificilmente se consigue
detectar su arbol dendritico, siendo ésta una caracteristica no detectada en gato
o en rata. Es interesante destacar la apreciacion de Sandell (1.986) del marcaje de

algunas células piramidales gigantes de la capa V de la corteza visual del mono.

En el cerebro humano los estudios de la corteza cerebral permiten detectar
una distribucion de ias neuronas NOS/NADPH-d muy similar a la descrita para mono
(Aokietal., 1.993; Kowall & Beal, 1.988; Unger & Lange, 1.992). Siendo el trabajo

de Fischer & Kuljis (1.994) el mas detallado en cuanto a morfologia neuronal.

La descripcién de tipos neuronales NOS/NADPH-d en la corteza cerebral de
la rata asi como en la de otros mamiferos, destaca por la pobreza de sus detalles
y por la heterogeneidad de la nomenclatura. Este hecho es llamativo teniendo en
cuenta que la mayoria de los autores que estudian la morfologia de las neuronas
corticales han aceptado unos criterios que los estudiosos de las neuronas
NOS/NADPH-d parecen no haber seguido (Fairén et al., 1.984; Feldman & Peters,

1.978; Jones, 1.975; Peters & Regidor, 1.981; White, 1.989).
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En cualquier caso, nuestros datos sugieren la existencia de una poblacidn
neuronal NOS/NADPH-d en la corteza cerebral de la rata que destaca por la
variedad de tipos neuronales y por su desigual distribucién en capas y en &areas

corticales.

- Tal vez el estudio mas detallado de la morfologia de las neuronas no-
piramidales de la corteza cerebral de la rata se deba a Feldman y Peters (1.978) en
su estudio mediante el método de Golgi de las neuronas no-piramidales de la
corteza visual de la rata. Los tipos neuronales ricos en NOS/NADPH-d que hemos
encontrado en nuestro estudio asi como su distribucidén en las capas corticales
estan perfectamente descritos por los autores citados, a excepcidon del grupo que

hemos denominado células atipicas.

De acuerdo con su morfologia, no-piramidal, ia mayoria de las neuronas
NOS/NADPH-d deben ser GABAérgicas (Esclaplez et al., 1.987; Fairén et al. 1.984;
Meinecke & Peters, 1.287; Somogyi et al., 1.984), como asi ha sido confirmado
en rata (Hedlich et al., 1.990; Valtschanoff et al., 1.993,) vy en la corteza temporal

humana (Unger & Lange, 1.992).

La mayoria de las neuronas NOS/NADPH-d contiene los neuropéptidos
somatostatina y neuropéptido Y (Fischer & Kuljis, 1.994; Kowall & Beal, 1.988;

Vincent et al., 1.983,). Es importante destacar la descripcién de neuronas de
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morfologia "atipica” en los estudios de Lin et al. (1.986) de las neuronas
somatostatinérgicas. Unger & Lange (1.992) detectan diferencias entre las
neuronas NOS/NADPH-d de las capas superficiales de la corteza temporal humana,
gue no poseen somatostatina, frente a las neuronas de las capas profundas, que

si la poseen, hallazgo que no se ha detectado en otros mamiferos.

En todo caso, debemos recordar el complejo sistema de colocalizacién de
neuropéptidos en las células GABAérgicas (De Felipe, 1.993,). Asi, podemos decir
que la practica totalidad de las neuronas con somatostatina son GABAérgicas y que
ademas contienen Neuropéptido Y. La coexistencia en células GABA de
colecistocinina (CCK) y péptido intestinal vasoactivo (VIP) se observa en menor
medida. Es interesante senalar que el VIP buede coexistir tanto en células
GABAérgicas como colinérgicas (Papadopoulos et al., 1.987). Aunque sé ha
descrito que en un 50% de las interneuronas colinérgicas de la corteza cerebral de
la rata coexisten con el neurotransmisor GABA en neuronas bipolares de capas
superficiales (Kosaka & Heizmann, 1.989), no se ha podido comprobar la

coexistencia en dichas células de la enzima NOS/NADPH-d.

El péptido intestinal vasoactivo no ha sido localizado en las neuronas
NOS/NADPH-d (Beal et al., 1.991) y no hay citas acerca de la localizacién del
péptido colecistocinina, a pesar de localizarse abundantemente en la corteza

cerebral en neuronas multipolares y bipolares (Emson & Marley, 1.983).
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Por dltimo las neuronas NOS/NADPH-d se caracterizan por carecer o
presentar bajos niveles de las proteinas tamponadoras de calcio: parvalbumina,
calbindina y calretinina (Dun et al., 1994; Hedlich et al., 1990) que, sin embargo,
se consideran presentes en la mayor parte de las neuronas GABAérgicas

(Bainbridge et al., 1.992; Celio, 1986).

En consecuencia, las neuronas NOS/NADPH-d de la corteza cerebral parecen
formar un subgrupo particular de neuronas GABAZérgicas conteniendo, la mayor
parte de ellas, los neuropéptidos somatostatina y Neuropéptido Y y careciendo de

proteinas tamponadoras de calcio.

Neuronas piramidales

De forma esporédica, y en cantidad practicamente inapreciable, se localizan
con la técnica histoguimica NADPH-d neuronas cuya morfologia recuerda a la de
las células piramidales. Esta observacién coincide con las de Sandell (1986) en
corteza visual de mono, y con Valtschanoff et al {1993,), en corteza

somatosensitiva de rata.

En situaciones experimentales y/o patoldgicas, en la corteza cerebral de la
rata se han descrito neuronas piramidales ricas en NADPH-d. En las areas

inmediatas a las zonas de dafio tisular (Kitchener et al., 1.993; Regidor et al.,
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1993,) o0 en experimentos "in vitro” (Divac et al., 1.993). En animales postnatales
es facil observar la presencia dé gran nimero de neuronas piramidales ricas en
NADPH-d. De confirmarse la existencia de NOS en esas neuronas podemos
interpretar su existencia en la corteza cerebral adulta como un remanente de las

neuronas piramidales que la poseian durante el desarrollo postnatal.
3.-El neuropilo

Si la densidad de neuronas ricas en NOS/NADPH-d es baja en la corteza
cerebral de la rata, no ocurre lo mismo con el profuso plexo de fibras que la
pueblan. Este rico neuropilo presenta una clara organizacién, atendiendo a su
densidad relativa en las diferentes capas, que nos ha permitido establecer
diferencias entre las distintas areas corticales. Este hecho ha sido prdcticamente
desatendido en la biblic;grafl’a consultada. Solamente hemos encontrado algunas
referencias a la menor densidad de neuropilo en la capa | (Vincent y Kimura, 1992)
o a la mayor intensidad de marcaje en las capas |V y VI (Hashikawa et al., 1994;
Sandell, 1986) o las diferencias entre areas (Fischer & Kuljis, 1994). En otros

casos, sin embargo, no detectan esas diferencias (Rodrigo et al. 1994).

La desigual distribucidon de fibras NOS/NADPH-d en las capas corticales y en
las diferentes areas de la corteza nos ofrece una imagen que coincide con la

enconfrada para la enzima citocromo oxidasa (Franca & Volchan, 1995; Hashikawa
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et al., 1994; Regidor & Poch, 1987; Sandell, 1986): este hecho es significativo si
se confirma que el NO ejerce una accién inhibitoria reversible sobre la citocromo
oxidasa (Cleeter et al., 1994} asi como sobre los citocromos P450 (Stadler et al.,

1.994; Wink et al., 1.993).

Origen de las fibras del neuropilo NOS/NADPH-d.

La corteza cerebral recibe aferencias procedentes de miiltiples nucleos
subcorticales, asi como de otras dreas corticales ipsi y contralaterales (ver revisiéon

en Divac et al., 1.995).

Aunque algunos autores han expresado la ’opinién de que las fibras
NOS/NADPH-d observadas en la corteza son de origen estrictamente local
(Hashikawa et al., 1.994; Kuchiiwa et al., 1.994), poca atencidn se ha prestado al
estudio del posible origen subcortical del rico neuropilo NOS/NADPH-d cortical. No
obstante, es interesante destacar que, de los multiples nicleos subcorticales que
proyectan a la corteza cerebral (los nidcleos colinérgicos basales y la sustancia
innominada), no son precisamente las neuronas NOS/NADPH-d que en ellos se
encuentran las que proyectan de la corteza. Este hallazgo coincide con los datos
de Freund y Gulyas (1.991) para los que la mayoria de las aferencias a las neuronas
GABAérgicas de la corteza procedentes de los nidcleos basales telencefalicos, son

también GABAérgicas.
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Siguiendo la descripcién de Divac et al. (1.995) de las fuentes de las
aferencias a la corteza cerebral podemos decir que, en buena medida,
desconocemos el posible origen de las fibras NOS/NADPH-d procedentes de esos
nudcleos. Si destacamos los nidcleos magnocelulares del telencéfalo basal y los
ndcleos taldmicos, otras areas como el claustrum, la amigdala, la zona inserta, las
regiones dorsomediales y caudolaterales del hipotalamo, el drea tegmental ventral,
el nicleo tegmental dorsal, Ioé nicleos mediano y dorsal del raphe, el nicleo
parabraquial mesencefélico y el locus coeruleus deben ser investigados mas
detalladamente para definir su relaciéon con el entramado de fibras nitrérgicas de la

corteza cerebral.

Por ultimo considerando que las neuronas no piramidales no envian axones
a la corteza contralateral, hemos de asumir que el origen de ese rico neuropilo debe
entenderse de origen local, y que es debido en gran parte a las arborizaciones

axdénicas de las propias neuronas NOS/NADPH-d.

Sea cual sea definitivamente el origen del extenso neuropilo nitrérgico
cortical, es significativo destacar que es en él donde maés alteraciones se han
detectado tanto en situaciones experimentales de deprivacion sensorial (Aoki et al.,

1.993) como en situaciones patolégicas {(Kowall & Beal, 1.988).
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4. -Efecto del envejecimiento.

Coincidiendo con los estudios bioquimicos realizados al efecto (Mollace et
al., 1.995) la corteza cerebral no experimenta alteraciones significativas en cuanto
ala actividad de la NOS. En nuestros animales no hemos detectado diferencias
significativas en cuanto a los tipos neuronales NOS/NADPH-d ni en su distribucién
en las areas corticales, entre las ratas viejas y adultas. Estos datos coinciden
también con los descritos para el estriado y para el nicleo latero-dorsal del
tegmento, que tampoco presenta variaciones significativas con la edad (Kawamata
et al., 1989). Unicamente pequenas diferencias en la densidad del neuropilo en las

areas occipitales merecen comentario.

5.-Sobre el control del flujo sanguineo cerebral local.

El sistema nervioso central depende casi enteramente de la glucosa para su
metabolismo energético. Existe, por tanto, una intima relacién entre el metabolismo
energético y la actividad funcional cerebral (Sokoloff, 1.977). La glucosa, como
otras muchas sustancias, alcanzan el territorio cerebral siguiendo la ruta del sistema
vascular, por lo que pocas dudas existen de la presencia de una estrecha relacién
entre el metabolismo y el flujo sanguineo cerebral (Edvinsson et al., 1.993),
estando bien establecida la relacién entre el incremento del flujo sanguineo en un

area cerebral como respuesta a unincremento de la actividad neurconal en la misma.
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En ese sentido, Silver (1.978) demostré que el flujo sanguineo local se incrementa

un segundo después de iniciarse la actividad neuronali.

En el cerebro existen varios neurotransmisores y neuropéptidos vasoactivos
capaces de ajustar el tono de los vasoé, cambiando asi el.ﬂujo sanguineo (ver
revision en Edvinsson et al., 1.993). Por otra parte, no podemos olvidar la propia
actividad del endotelio en esa funcién (ver revisién en Inagami et al., 1.995). Entre
todos estos factores, el 6xido nitrico participa tanto en el control del flujo
sanguineo corporal general como en el cerebral {ver revisiéon en Umans & Levi,

1.995).

A pesar de que se ha constatado que el 6xido nitrico participa en la
regulacién de la circulacién cerebral (ladecola et al., 1.994; Toda & Okamura,
1.991) el mecanismo intimo de acoplamiento entre la actividad nerviosa vy el flujo

sanguineo sigue aun sin explicacion (Lou et al., 1.987).

De entre las diversas posibilidades de accién del NO como principal agente
vasodilatador en el flujo sanguineo cerebral local, la que podemos considerar como
poco probable (debido fundamentaimente a su inespecificidad) es la de qije sea el
endotelio de los propios vasos el centro productor del NO en respuesta a estimulos
que viajen en la sangre. Otra posibilidad seria la de que axones procedentes de

otras dareas corticales y subcorticales estimulen mediante la liberacién de sus

129 Control del flujo cerebral



Discusion

neurotransmisores y neuropéptidos la produccién de NO por las células endoteliales
de los vasos corticales. en muchos casos, las paredes vasculares estan inervadas
por fibras nitrérgicas, las cuales liberarian directamente el NO, como ha sido puesto
de manifiesto reiteradamente (De Felipe, 1.993,; ladecola et al., 1.893; Poeggel et
al., 1.992). Este hecho, constatado también en nuestro material supone una posible
explicacion al acoplamiento entre el flujo sanguineo cerebral local y la actividad
nerviosa observada en la rata (Dirnagl et al., 1.893). Por dltimo, la descripcién por
Regidor et al. (1.993a,) de neuronas nitrérgicas directa e intimamente relacionadas
con ciertos vasos corticales de la rata, hallazgo confirmado més tarde por Estrada
et al. (1.993) en la corteza cerebral del gato y por Zhang et al. (1.995) en la
corteza cerebral del hombre, y demostrada exhaustivamente en nuestro material,
abre la posibilidad de un control de primera magnitud sobre ciertos vasos
cerebrales. Esto es asi si consideramos que la cantidad de NO producida por el
soma y las dendritas de una célula nitrérgica adosada a un vaso es, légicamente,
muy superior al que puede ser liberado por una serie discreta de botones sinapticos.
Ademas, la masiva produccion de 6xido nitrico tendria la particularidad de ejercer
una accién que afectaria al volumen de tejido nervioso que ocupa una esfera de
aproximadamente 0,3 mm de diametro (Garthwaite & Boulton, 1.995), lo que
implicaria el fino acoplamiento de Ia actividad nerviosa local y del flujo sanguineo

del area.
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En nuestra opinién la baja densidad de neuronas corticales NOS/NADPH-d
no es motivo para despreciar su analisis pormenorizado, antes al contrario, creemos
gue su presencia en la corteza cerebral es un aspecto mas de su organizacion vy,
por ello, su estudio debe ser lo méas detallado posible si queremos desentraiiar el

papel que esas neuronas juegan en la organizacion funcional de la corteza cerebral.
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CONCLUSIONES

1.- Se realiza por primera vez un analisis pormenorizado y sistematico de las neuronas
productoras del radical 6xido nitrico y del plexo axonal (neuropilo) correspondiente en

la corteza cerebral de la rata juvenil, adulta y vieja.

2.- Las neuronas productoras del radical NO en la corteza cerebral de la rata son no-
piramidales, en su mayor parte, cuya morfologia, densidad y distribucién no se altera

con la edad.

3.- En las ratas adultas existe un predominio de las neuronas bipenachadas y
multipolares frente a las bipolares y atipicas, siendo més acusada esta tendencia en

las regiones visual y auditiva.

4.- En la ratas adultas se pueden detectar esporadicamente neuronas de morfologia
piramidal. Sin embargo, en ratas jévenes se puede apreciar una alta densidad de
neuronas piramidales en las que solo se detecta la enzima en el pericarion. La
presencia de la enzima en esas neuronas desaparece progresivamente durante el

crecimiento.
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5.- La corteza cerebral presenta un profuso neuropilo rico en la enzima NOS/NADPH-d
de origen mayoritariamente intracortical, aunque no podemos descartar la existencia

de fibras nitrérgicas subcorticales.

6.- El neuropilo nitrérgico presenta una distribucién desigual en los estratos corticales,

siendo las capas | y V donde presenta una menor densidad.

7.- Cada area cortical presenta un patrén caracteristico de distribucidén de las fibras

nitrérgicas.

8.- Hay una disminucién con la edad de la densidad del neuropilo nitrérgico en las

regiones occipitales.

9.- Todos los vasos sanguineos corticales reciben una importante inervacién

nitrérgica.

10.- La presencia de neuronas nitrérgicas intimamente adosadas a ciertos vasos

corticales confirma la hipdtesis del papel de esas neuronas en el control neural del flujo

sanguineo cerebral local.
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Fig. 1: Animal adulto. Visin general de un corte realizado
aproximadamente a nivel Bregma 2.2 mm

neuropilo
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Fig. 2: Animal adulto. Visién general de un corte realizado
aproximadamente a nivel Bragma

neuropilo
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Fig.  3: Animal adulto. Visién general de un corte realizado
aproximadamente a nivel Bregma-0.3 mm.

neuropilo
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Fig. 4: Animal adulto. Visién general de un corte realizado
aproximadamente a nivel Bregma -1

neuropiio
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Fig. 5: Animal adulto. Visién gensral de un corte realizado
-3.3 my

aproximadamente a nivel Bregma

neuropilo
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Fig. 6: Animal adulto. Visién general de un corte realizado
aproximadamente a nivel Bregma -4.3 mm.

neuropilo
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Fig. 7: Animal adulto. Visién general de un corte realizado
sproximadamente a nivel Bregma 6.8 mm.

neuropilo
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Fig.  8: Animal adulto. Vision general de un corte realizado
aproximadamente a nivel Bregma -7.3 mm.

neuropilo






Animales viejos
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Fig.  9: Animal viejo. Vision gemeral de un corte realizado
aproximadamente entre los niveles Bregma 2.2 mm. y Bregma 1.7 mm.

neuropilo
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Fig. 10: Animal viejo. Visi6n general de un corte realizado
aproximadamente a nivel Bregma -0.3 mm.

neuropilo
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Fig. 11: Animal viejo. Visién general de un corte realizado
aproximadamente a nivel Rregma -2.3 mm.

neuropilo
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Fig. 12: Animal viejo. Vision general de un corte realizado
aproximadamente a nivel Bregma -5.8 mm.

neuropilo
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Fig. 13: Animal viejo. Visién general de un corte realizado
aproximadamente entre los niveles Bregma -6.3 mm. y Bregma -6.8 mm.

neuropilo






Animales adultos









Fig. 14: Animal adulto. Visién general del Fig. 15: Animal adulto. Visién general del Fig. 16: Animal adulto. Visién general del
neuropilo del drea Cgs. neuropilo del drea Cg,. neuropilo del drea Cg,.
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Fig. 20: Animal adulto. Visién general del Fig. 21: Animal adulto. Vision general del Fig. 22: Animal adulto. Visién general del
neuropilo de las 4reas Perithinales. neuropilo del area RSG. neuropilo del drea RSA.






Fig. 23: Animal adulto. Visién general  del Fig. 24: Animal adulto. Visién general del Fig. 26: Animal adulto. Visién general del
neuropilo del drea Ocyy. neuropilo del 4rea Oc,. neuropilo del drea Ocy.







Fig. 26: Animal adulto. Visién general del neuropilo Fig. 27: Animal adulto. Visién general del
del drea Te,. neuropilo del area Te,.



Animales viejos









Visién general del Fig. 30: Animal viejo. Visién general del
neuropilo del drea Ocy.

. Fig. 28: Animal viejo. Vision general del Fig. 29: Animal viejo.
neuropilo del 4rea Cg,. neuropilo del area OCy.



Tipos neuronales






Animales adultos
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Fig. 31: Neurona bipolar. Cuerpo fusiforme y pequefio. Orientacion
horizontal. Pocas ramificaciones dendriticas. Area Oc,. Capa Il. Animal

adulto. Paraformaldehido. {* vaso sanguineo).

Fig. 32: Neurona bipolar. Cuerpo fusiforme. Orientacién horizontal y
escasas ramificaciones. Area Oc,. Capa V. Animal adulto.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 33: Neuronas bipolares. Cuerpo fusiforme y globoso. Orientacién
oblicua y horizontal. Pocas Area Par,. Capa
1I. Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 34: Neurona bipolar. Cuerpo fusiforme. Orientacién horizontal algo
oblicua y escasas ramificaciones. Area Cgy. Capa Il. Animal adulto.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 36: Neurona bipolar. Cuerpo
globoso. Orientacién vertical y
amplia ramificacién. Area Te.
Capa IV. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 35: Neurona bipolar. Cuerpo
fusiforme algo globoso.
Orientacién vertical y pocas
ramificaciones. Area Te. Capa
/it Animal adulto.

Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 37: Neurona bipolar. Cuerpo
tusiforme. Orientacién vertical y
con ramificaciones. Area Hl. Capa
Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 38: Neurona bipolar. Cuerpo
fusiforme. Orientacién vertical y
escasa ramificacién. Area Gu.
apa V. Animal adulto.
Paraformaldehido.

1ipos neuronales.
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Fig. 39: Neurona bipolar. Cuerpo
mds o menos fusiforme.
Orientacién vertical y con el
tronco dendritico apical bien-
desarrollado. Area Cg,. Capa IV.
Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 40: Neurona bipolar. Cuerpo fusiforme
con cierta irregularidad. Orientacién
vertical. Tronco dendritico basal muy
ramificado. Area Te. Capa HlI. Animal
adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 41: Neurona bipolar. Cuerpo
irregular. Orientacién vertical y
escasas ramificaciones. Area Te,.
Capa [IV. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 42: Neurona bipolar. Cuerpo
irregular. Orientacién vertical vy
con ramificaciones. Area Te.
Capa Iil. Animal adulto.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 43: Neurona bipenachada. Cuerpo fusiforme, pequefio. Orientacion
horizontal con un tronco dendritico mas ramificado. Area Te,. Capa IV.
Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 44: Neurona bipenachada. Cuerpo fusiforme. Orientacién horizontal.
Area Cg,. Capa Il. Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 45: Neurona bipenachada.
Cuerpo globoso. Orientacion
vertical. Los troncos dendrfticos
se bifurcan. Area Par,. Capa Il
Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 46: Neurona bipenachada.
Cuerpo globoso. QOrientacién
verticak y el tronco basai
bifurcado. Area Te,. Capa IIl.
Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 47: Neurona bipenachada.
Cuerpo fusiforme. ~ Orientacion
vertical. Tronco basal més
desarrollado. Area Te. Capa V.
Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 48: Neurona bipenachada.
Cuerpo fusiforme.  Orientacién
vertical y tronco basal més
ramificado. Area Te.

Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 49: Neurona bipenachada.
Cuerpo globoso vy algo irregular.
Orientacién vertical. Area Par,.
Capa V-VI. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 50: Neurona bipenachada. Cuerpoc algo irregular. Orientacién
horizontal. Area Oc,. Capa llI-IV. Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 52: Neurona bipenachada.
Cuerpo irregular.  Orientacién
vertical. Area Oc,,/Par. Capa Il.
Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 51: Neurona bipenachada.
Cuerpo irregular. Qrientacién
vertical. Area Oc,,. Capa IV.
Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales







Fig. 53: Neurona multipolar
estrellada. Cuerpo globoso con
ramificaciones en todas las
direcciones del espacio. Area Te.
Capa Iil. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Sl e e
Fig. 54: Neurona multipolar estrellada. Cuerpo globoso. Ramificaciones
en todas las direcciones del espacio. Area Cg,. Capa II-IV. Animal adulto.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 55: Neurona multipolar
estrellada. Cuerpo poligonal con
ramificaciones en todas las
direcciones del espacio. Area
Par,. Capa Ill. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 56: Neurona multipolar estrellada. Cuerpo poligonal. Ramificaciones
en todas las direcciones del espacio. Area Te. Capa II-lil. Animal adulto.
Paraformaldehido. ‘

tipos neuronales






Fig. 57: Neurona multipolar. Cuerpo globoso y algo fusiforme.
Orientacién algo horizontal. Area Par. Capa Il-lll. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 58: Neurona muitipolar. Cuerpo algo globoso y con una orientacién
mis o menas horizontal. Area Oc,. Capa Il. Animal adulto.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 59: Neurona multipolar estrellada. Cuerpo globoso. Orientacién algo
horizontal. Area Oc,. Capa lI-lll. Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 60: Neurona multipolar estrellada. Cuerpo algo globoso y con una
orientacién més o menos horizontal. Area Fr. Capa Il. Animal adulto.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 61: Neurona multipolar. Cuerpo fusiforme y globoso. Orientacion
horizontal. Area Oc,. Capa Il. Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 62: Neurona muiltipolar. Cuerpo fusiforme y algo globoso.
Orientacién  horizontal. Area Cg,. Capa . Animal adulto.

Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 63: Neurona itipolar. Cuerpo globoso. Orientacién horizontal.
Area Par. Capa Ill. Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 64: Neurona multipolar. Cuerpo globoso. Orientacién horizontal.
Area limite AIP/Gu. Capa Il-ll. Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 66: Neurona multipolar.
Cuerpo fusiforme y algo globoso.
Orientaci6n vertical. Area limite
Oc/Par. Capa II. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 65: Neurona multipolar.
Cuerpo fusiforme y algo globoso.
Orientacién vertical. Area Te.
Capa IV-V. Animal adulto.
Paraformaldehido.
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Fig. 67: Neurona multipolar. Cuerpo algo globoso e irregular. Orientacién
vertical. Area Par,. Capa II. Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 68: Neurona multipolar.
Cuerpo algo globoso. Orientacién
vertical. Area Fr,. Capa Il
Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales.
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Fig. 69: Neurona multipolar. Cuerpo irregular en media luna. Area Oc,.
Capa [ll. Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 70: Neurona muiltipolar. Cuerpo irregular con aspecto en media luna.
Area RSA. Capa IV. Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 74: Neurona multipolar en T.
Cuerpo triangular globoso. Los 3
arboles dendriticos presentan un
desarrollo similar. Area Te. Capa
IV-V. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 73: Neurona multipolar en Y.
Cuerpo triangular. Dendrita basal
més desarrollada. Area Par. Capa
IV. Animal adulto.
Paraformaldehido.
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Fig. 75: Neurona multipolar en Y.
Cuerpo ‘triangular algo
cuadrangular. Dendrita basal més
desarrollada. Area Te. Capa Ill.
Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 76: Neurona multipolar en Y.
Cuerpo triangular algo
cuadrangular. Dendrita basal més
desarrollada. Area Te. Capa Il
Animal adulto. Paraformaldehido.
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Fig. 77: Neurona multipolar en T. Cuerpo triangular pequefio. Sin
predominio de un tronco dendritico. Area Te,. Capa Il. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 78: Neurona multipolar en T. Cuerpo triangular pequefio. Sin
predominio de un tronco dendritico. Area Oc,. Capa II-lll. Animal aduito.
Paraformaldehida.

tipos neuronales
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Fig. 79: Neurona multipolar en Y.
Cuerpo triangular algo
cuadrangular. Orientacion oblicua
con respecto a la piamadre. Area
Te. Capa l-lll. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 80: Neurona multipolar en T.
Cuerpo friangular. Una dendrita
apical méas desarrollada. Area
RSA. Capa V. Animal adulto.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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: Fig. 81: Neurona atipica. Cuerpo
¥ alargado e irregular. Orientacion
' vertical. Aspecto bipenachado.
Area Pari. Capa V. Animal
adulto. Paraformaldehido.

Fig. 82: Neurona atipica. Cuerpo
alargado e irregular. Orientacién
vertical. Aspecto multipolar. Area
HL. Capa V. Animal adulto.
Paraformaldehido.







iconografia

Fig. 83: Neuronas atipicas. Cuerpos alargados e irregulares. Orientacién
horizontal. Aspectos bipenachado y multipolar. Area Gu. Capa . Animal
adulto. Paraformaldehido.

Fig. 84: Neurona atipica. Cuerpo alargado e irregular de orientacién
horizontal y aspecto multipolar. Area Te. Capa V-VI. Animal adulto.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 85: Neurona atipica. Cuerpo
fuertemente irregular del que
sobresalen prolongaciones
somdticas. Vertical. Area Te,.
Capa V. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 86: Neurona atipica. Cuerpo
irregular con prolongaciones que
sobresalen del mismo. Area Te,.
Capa IV-V. Animal adulto.
Paraformaldehido.
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Fig. 87: Neurona piramidal de
pequefio tamafio. Area Te. Capa
1fl. Animal adulto.

Paraformaldehido.

Fig. 88: Neurona piramidal de
mediano tamafio. Area limite
Te/Par. Capa V. Animal adulto.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 89: Neurana bipolar. Cuerpo
globoso.  Amplia  ramificacién
dendritica,"Area Par. Capa Ill.
Animal viejo. Paraformaldshido.

Fig. 80: Neurona bipolar. Cuerpo
fusiforme y algo irregular. Area
Par. Capa IV. Animal viejo.
Paraformaldehido.

Gl :
tipos neuronales
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Fig. 91: Neurona bipolar. Cuerpo globoso. Orientacién horizontal. Area
Par. Capa I-II. Animal visjo. Paraformaldehido.

Fig. 92: Neurona bipenachada.
Cuerpo globoso y algo fusiforme.
Area Fr. Capa IV. Animal viejo.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 93: Neurona multipolar.
Cuerpo  globoso. orientacién
vertical. Area Par. Capa IV-V.
Animal viejo. Paraformaldehido.

Fig. 94: Neurona multipolar.
Cuerpo globoso. Aspecto
estrellado.  Area Fr. Capa V.
Animal viejo. Paraformaldehido.

g
tipos neuronales
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Fig. 95: Neurona multipolar. Cuerpo con aspecto de media luna. Area
Fr. Capa Il/lll. Animal viejo. Paraformaldehido.
M i

Fig. 96: Neurona multipolar en T.
Cuerpo cuadrangular. Dendrita
basal més desarrollada. Area Gu.

a . Animal viejo.
Paraformaldehido.

tipos neuronales.
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Fig. 97: Neurona atipica. Cuerpo alargado. Area Par. Capa V. Animal
viejo. Paraformaldehido.

tipos neuronales






Animales jovenes
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Fig. 101: Neurona bipenachada.
Cuerpo fusiforme. Amplia
ramificacién dendritica. Area Fr.
Capa V. Animal joven.
Glutaraldehido.

Fig. 100: Neurona bipenachada.
Cuerpo globoso. Zona apical con
tres troncos dendriticos. Area
Par. Capa Ill. Animal joven.
Glutaraldehido.

tipos neuronales
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Fig. 103: Neurona multipolar.
Cuerpo globoso. Area Cg/Fr.
Capa Il. Animal joven.

Glutaraldehido.

Fig. 102: Neurona multipolar.
Cuerpo globoso. orientacién
vertical.” Area Par. Capa IV.
Animal joven. Glutaraldehido.

tipos neuronales
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Fig. 104: Neurona atipica. Cuerpo
alargado e irregular. Escaso érbol
dendritico. Area HL/Par. Capa lil.
Animal joven. Glutaraldehido.

s . . W 2,

Fig. 105: Neurona atipica. Cuerpo alargado y con abultamientos. Escaso
4rbol dendritico. Area Par. Capa V. Animal joven. Glutaraldehido.

ey

tipos neuronales
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Fig. 106: Neurona multipolar en T. Cuerpo triangular sin troncos
dendriticos predominantes. Area Fr/Par. Capa Il. Animal joven.
Glutaraldehido.

tipos neuronales






Animales adultos
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Fig. 108: Neurona bipolar.
Cuerpo globoso algo excéntrico.
Relacionada con un vaso. Area
Par. Capa IV. NOS neuronal.
Animal adulto
Inmunohistoguimica.

Fig. 107: Neurona bipolar.
Cuerpo alargade vy fusiforme.
Amplia ramificacion del tronco
basal. Area Oc. Capa ill. NOS
neuronal. Animal adulto.
Inmunohistoquimica.

tipos neuronales
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Fig. 110: Neurona bipenachada.
Cuerpo globoso. Doble tronco
dendritico en los dos polos. Area
Par. Capa I[l. NOS neuronal.
Animal adulto
Inmunohistoquimica.

Fig. 109: Neurona bipenachada.
Cuerpo fusiforme y algo globoso.
Area HL/Par. Capa Ill. NOS
neuronal. Animal adulto.
inmunohistogquimica.

tipos neuronales
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Fig. 111: Neurona multipolar. Cuerpo globoso. Area Fr/Par. Capa il. NOS
neuronal. Animal aduito. Inmunchistoquimica.

Fig. 112: Neurona multipolar. Cuerpo poligonal. Area Par. Capa |-ll. NOS
neuronal. Animal adulto. Inmunohistoquimica.

tipos neuronales






Fig. 113: Neurona multipolar. Cuerpo con aspecto parecido a una media
luna. Area Par. Capa [IIV. NOS neuronal. Animal adulto.
Inmunohistoquimica.

Fig. 114: Neurona atipica. Cuerpo
iegular y aspecto multipolar.
Area Oc,/Par. Capa IV. NOS
neuronal. Animal adulto.
Inmunohistoquimica.

tipos neuronales
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Fig. 115: Neurona multipolar en
Y. Cuerpo triangular globoso.
Tronco dentritico basal maés
desarrollado. Area Par. Capa lIl.
NOS neuronal. Animal adulto.
Inmunchistoquimica.

Fig. 116: Neurona mulitipolar con
cuerpo triangular y algo globoso.
Troncos dendriticos apicales
ampliamente ramificados. Area
Fr. Capa Il. NOS neuronal. Animal R
aduito. Inmunohistoquimica. , )

tipos neuronales






Animales adultos
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Fig. 117: Neurona multipolar.
Cuerpo globoso. Area Te. Capa
Vi,. Animal adulto.
Paraformaldehido.

. LHL Y o

Fig. 118: Neurona multipolar. Cuerpo fusiforme y algo globoso.
Orientacién horizontal. Area Par,. Capa VI,. Animal adulto.

Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 119: Neurona multipolar
estrellada. Cuerpo poligonal. Area
Te. Capa VI, Animal adulto.
Paraformaldehido.

VI,. Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 123: Neurona bipenachada. Cuerpo fuslforms y algo megulav
Orientacién vertical. Area Par. Capa Vl. Animal adulto
Paraformaldehido.

Fig. 124: Neuronas bipenachadas. Cuerpos irregulares. Orientacion
vertical. Area Oc,. Capa Vi, Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 125: Neurona bipenachada. Cuerpo fusiforme. Orientacién
horizontal. Area Par. Capa VI. Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 126: Neurona bipolar.
Cuerpo fusiforme e irregular con
amplia ramificacién  dendritica.
Orientacién vertical. Area Te.
Capa VI,. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 127: Neurona bipolar.
Cuerpo fusiforme globoso.
Orientacién vertical. Area Te.
Capa VI,. Animal adulto.
Paraformaldehido.
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Fig. 128: Neurona bipolar. Cuerpo alargado vy algo irregular. Orientacién
horizontal. Area Te. Capa V!,. Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 130: Neurona atipica. Cuerpo alargado e irregular. Orientacién
vertical. Area HL-FL. Capa V1,. Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 131: Neurona atipica. Cuerpo alargado e irregular. Orientacién
horizontal. Area Oc,. Capa VI,. Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 132: Neurona atipica. Cuerpo
alargado con prolongaciones
somdticas. Aspecto multipolar.
Neurona multipolar de cuerpo
globoso y orientacién horizontal.
Area Oc,. Capa VI,. Animal dulto.
Paraformaldehido.

tipos neuronales






Fig. 133: Neurona multipolar.
Cuerpo globoso con una
orientacién horizontal. Area Te.
Capa VI,. Animal adulto.
Paraformaldehido.
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Fig. 134: Neurona multipolar. Cuerpo globoso y algo fusiforme.
Orientacién horizontal. Area RSG. Capa Vl,. Animal adulto.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 135: Neurona muitipolar. Cuerpo irregular. Area Te. Capa Vl,.
Animal adulto. Paraformaldehido.
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Fig. 136: Neurona multipolar. Cuerpo globoso y algo irregular. Area Par,.
Capa Vl,. Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 137: Neurona bipenachada. Cuerpo irregular y alargado. Orientacion
horizontal. Area Te. Capa V|,. Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 138: Neurona bipenachada.
Cuerpo fusiforme. Orientacidn
algo horizontal. Area Te,. Capa
Vi,. Animal aduito.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 139: Neurona bipenachada. Cuerpo alargado y algo irregular.
Orientacién horizontal. Escasas ramificaciones. Area Par,. Capa Vi,.
Animal adulto. Paraformaidehido.

tipos neuronales
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Fig. 140: Neurona bipolar. Cuerpo fusiforme. Escasas ramificaciones.
Orientacién horizontal. Area Par,. Capa Vl,.. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 141: Neurona bipolar. Cuerpo fusiforme e irregutar. Orientacién
horizontal. Area Par,. Capa Vl,. Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 142: Neurona atipica. Cuerpo alargado e irregular. Grande en
relacién al &rbol dendritico. Orientacién vertical. Area Fr,. Capa Vl,.
Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 143: Neuronas en grupo horizontal en la cdpsula externa, en relacién
con una neurona multipolar de la capa VI. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 144: Neuronas bipolares localizadas en un grupo de disposicion
vertical, Area Par,. C4psula externa. Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 145: Neurona bipenachada. Cuerpo alargado entre los haces de
fibras mielinicas. Area Oc,. Cépsula externa. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 146: Neuronas en grupo situadas entre la cdpsula externa y la capa
Vl,. Entre ellas se observan células atfpicas. Area Par,. Animal adulto.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 147: Neurona bipenachada. Cuerpo alargado y aplastado entre las
fibras mielinicas. Area RSA. Cdpsula externa. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 148: Neurona bipenachada. Cuerpo alargado y aplastado entre los
haces de fibras mielinicas. Area Oc,. Cépsula externa. Animal aduito.
Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 149: Neurona multipolar. Cuerpo globoso. Orientacién horizontal.
Relacionada con neuronas de la capa VI. Area Te. Cépsula externa.
Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 150: Neurona multipolar. Cuerpo globoso. Aspecto algo estrellado.
Relacionada con neuronas de la capa VI. Area Te. Cdpsula externa.
Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 151: Neurona bipolar. Cuerpo alargado y aplanado entre las fibras
mielinicas. Area Par,. Cépsula externa. Animal adulto. Paraformaldehido.
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Fig. 152: Neurona bipenachada. Cuerpo alargado entre las fibras
mielinicas. Area Te. Cdpsula externa. Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 153: Neurona multipolar. Escasa ramificacién. Relacionada con un
grupo de la capa VI,. Area Oc,,. Cdapsula externa. Animal adulto.
Paraformaidehido.

Fig. 154: Neurona bipenachada. Cuerpo globoso. Orientacién vertical.
Cingulum. Animal aduito. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 155: Neurona bipenachada. Cuerpo alargado. Arbol dendritico
"arrosariado”. Comisura blanca anterior. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 156: Neurcna bipenachada. Cuerpo excéntrico. Escasas
ramificaciones. Cuerpo calloso. Animal adulto. Paraformaldehido.

tipos neuronales






Animales viejos
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Fig. 157: Neurona bipenachada. Cuerpo fusiforme. Area Par. Capa VI.
Animal viejo. Paraformaldehido.

tipos neuronales
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Fig. 158: Neurona multipolar. Cuerpo globoso. Cépsula externa.
Neurona multipolar. Cuerpo globoso. Area Fr. Capa Vl,. Animal vigjo.
Paraformaidehido.

Fig. 159: Neurona bipenachada. Cuerpo alargado situado entre las fibras
mielinicas. Area Par. Cédpsula externa. Animal viejo. Paraformaldehido.

tipos neuronales






Agrupaciones neuronales






Animales adultos
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Fig. 160: Grupo de pocas neuronas. Varios tipos neuronales. Area Oc,.
Capa II/lll. Animal adulto. Paraformaldehido. (* vaso sanguineo).

Fig. 161: Grupo de pocas neuronas. Tipologia variada. Area Par. Capa Ill.
Animal adulto. Paraformaldehido.

agrupaciones neuronales
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Fig. 162: Grupo de pocas
neuronas de . pequefic tamaiio.
Tipologfa variada. Area Te. Capas
It-1V. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 163: Grupo de neuronas de pequefio tamafic. Variedad de tipos.
Area QOc,,. Capa Il. Animal adulto. Paraformaldehido.

agrupaciones neuronales
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Fig. 164: Grupo de neuronas en linea horizontal algo oblicua. Area Te,.
Capa ll. Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 165: Grupo de neuronas en Iinea vertical. Tipologia variada. Area
Par. Capa ll. Animal adulto. Paraformaldehido.

agrupaciones neuronales
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Fig. 166: Grupo de neuronas en linea horizontal. Area HL-FL. Capa lIL.
Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 167: Grupo de neuronas en
Iinea vertical. Area Te. Capas IV-
V. Animal adulto.
Paraformaidehido.

agrupaciones neuronales
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Fig. 170: Grupo de neuronas
mayoritariamente bipenachadas.
Area Par. Capa VI,. Animal
adulto. Paraformaldehido.
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Fig. 171: Grupo de neuronas colocadas en linea horizontal. Area Par.
Capa V-VI,. Animal adulto. Paraformaldehido.

agrupaciones neuronales
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Fig. 172: Grupo en capa VI, con neuronas irregulares relacionadas con
células de la sustancia blanca. Tipologia variada. Area Oc,. Animal
adulto. Paraformaldehido.

Fig. 173: Grupo de neuronas en la capa Vl,. Aspecto irregular. Area Oc,.
Animal adulto. Paraformaldehido.

agrupaciones neuronales






Animales jovenes






lconografia

Fig. 174: Neurona piramidal que
forma parte de un grupo de linea
horizontal. Area Par. Capa V/VL.
Animal joven. Glutaraldehido.
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Fig. 175: Grupo de neuronas de aspecto multipolar y algo atipico.
Fr/Par. Capa Vl,. Animal joven. Glutaraldehido.

grupos neuronales






Animales adultos
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Fig. 176: Grupo de neuronas que ocupan la capa Vi, y la cdpsula
externa. Se observa la irregularidad de los cuerpos neuronales. NOS
neuronal. Animal adulto. iInmunohistoquimica.

Fig. 177: Grupo neuronal de la capa !l. Neuronas de mediano tamafio.
Area Par. NOS neuronal. Animal adulto. Inmunohistoquimica.

grupos neuronales






Células piramidalés






Animales jovenes
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Fig. 178: Detalle de las capas II-
IV de un animal de un mes. Se
observan neuronas no piramidales
marcadas en su totalidad,
agrupadas alrededor de un vaso,
y neuronas marcadas en su
soma. Area Fr. Glutaraldehido.

Fig. 179: Detalle de las capas V-
VI de un animal de un mes. Se
observan piramidales, marcadas
en su soma, y una no piramidal
marcada en su totalidad. Area
Par. Glutaraldehido.

células piramidales
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Fig. 180: Animal de un mes.
Columna de pequefio tamafio.
Area HL. Capa V1. Glutaraidehido.

Fig. 181: Animal de un mes. Se observan las cortezas Fr y motoras de

las Columna alta.

células piramidales






Animales adultos
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Fig. 182: Detalle de una capa V. Area HL. Se observan somas
piramidales. NOS endotelial. Animal adulto. Inmunohistoquimica.

Fig. 183: Detalle de la capa VI. Neuronas marcadas. Area HL. NOS
endotelial. Animal adulto. Inmunohistoquimica.

células piramidales
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Animal adulto

Fig. 184: Composicion panoramica de reproducciones a camara clara de un animal adulto y otro vigjo.



Animales adultos






Iconografia

: Fig. 185: Animal adulto. Reproduccién a cédmara clara de un corte
realizado aproximadamente a nivel de Bregma 0.7 mm. Se observan los
espacios sin neuronas marcadas en los |imites de las dreas Fr y del édrea
Par.

distribuciéon neuronal
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Fig. 186: Animal adulto. Reproduccién a cdmara clara de un corte
realizado aproximadamente a nivel de Bregma -0.3 mm. Se observan los
espacios sin neuronas marcadas en los limites de las dreas Fr, en el 4rea
Par y el espacio de AID.

distribucién neuronal
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Fig. 187: Animal adulto. Reproduccién a cémara clara de un corte
realizado aproximadamente a nivel de Bregma -1.8 mm. Se observan los
espacios sin neuronas marcadas del area Par y de la corteza RS.

distribucién neuronal
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Fig. 188: Animal adulto. Reproduccién a cdmara clara de un corte
realizado aproximadamente a nivel de Bregma -5.8 mm. Se observan los
espacios sin neuronas marcadas de las areas RS y Oc.

distribucién neuronal






Animales viejos
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Fig. 189: Animal viejo. Reproduccién a camara clara de un corte
realizado aproximadamente a nivel de Bregma -0.3 mm. Se observa la
distribucién de los espacios sin neuronas marcadas de las areas Fr y Par,

distribucién neuronal
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7

Fig. 190: Animal viejo. Reproduccién a cdamara clara de un corte
realizado aproximadamente a nivel de Bregma -1.3 mm. Se observa
como se distribuyen los espacios sin neuronas marcadas.

distribucion neuronal
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Fig. 191: Animal viejo. Reproduccién a camara clara de un corte
realizado aproximadamente a nivel de Bregma -5.8 mm. Se observan los
espacios sin neuronas marcadas de la corteza occipital.

distribucién neuronal






Neuronas y vasos






Animales adultos
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Fig. 193: Neurona bipenachada
adosada a un vaso sanguineo.
Orientacién vertical. Area Te,.
Capa |il. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 192: Neurona bipenachada
adosada a un .vaso. Orientacion
vertical. Area Par. Capa IV.
Animal adulto. Paraformaldehido.

neuronas y vasos
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Fig. 194 : Neurona bipenachada. Cuerpo globoso y drbol dendritico en
relacién con un vaso. Orientacién horizontal. Area HL/Par. Capa II/iil.
Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 195: Neurona bipenachada.
Cuerpo irregular. Arbol dendritico
relacionado con el vaso.
Orientaci6n horizontal. Area
Par/Te. Capa Il. Animal aduito.
Paraformaldehido.

neuronas y vasos
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Fig. 199: Neurona multipolar.
Cuerpo globoso. Arbol dendritico
relacionadc con un vaso. Area
Par,. Capa U/lil. Animal aduito.
Paraformaldehido.

Fig. 198: Neurona multipolar.
Cuerpo poligonal relacionado con
un vaso. Area Par. Capa V.

Animal adulto. Paraformaldehido.

neuronas y vasos
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Fig. 200: Neurona bipolar.
Cuerpo fusiforme. Arbol
dendritico relacionado con la
ramificacién vascular. Area Par.
Capa (V. Animal adulto.
Paraformaldehido.

Fig. 201: Neuronas atipicas.
Cuerpos irregulares y alargados.
Orientacién vertical y horizontal. .
Arboles dendriticos relacionados
con un vaso. Area Par,. Capa
it/1V. Animal adulto. S
Paraformaldehido.

neuronas y vasos
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Fig. 202: Neurona multi

relacionado con un
Paraformaldehido.

Sk

vaso.

Area Gu.

¥

ipolar en T. Cuerpo triangular-globoso,

Capa

\

II. Animal adulto.

Fig. 203: Neurona multipolar.
Cusrpo adaptado a la bifurcacion
vascular. Area Cg,. Capa IV.
Animal adulto. Paraformaldehido.

neuronas y vasos
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Fig. 204: Neurona bipenachada
de cuerpo fusiforme adaptado a
un vaso. Area Par. Capa V.
Animal adulto. Paraformaldehido.

Fig. 205: Neurona bipolar.
Cuerpo fusiforme e irregular,
Orientaci6én vertical.
Ramificaciones dendriticas
relacionadas con una bifurcacién
vascular. Area Par. Capa V.
Animai adulto. Paraformaldehido.

neuronas y vasos
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Fig. 208: Detalle de la neurona
descrita en la figura anterior. Las
dendritas rodean al vaso

sanguineo.

Fig. 207: Neurona multipolar que
deforma su cuerpo para abrazar
al vaso sanguineo. Capa VI. Area
Gu. Animal adulto.
Paraformaldehido.

neuronas y vasos
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Fig. 209: Grupo de pequefas
neuronas relacionadas con un
vaso sanguineo y con Sus
ramificaciones. Area Oc,,,. Capas
11-1v. Animal adulto.
Paraformaldehido. ’

Fig. 210: Grupo horizontal de neuronas relacionadas con un vaso. Area
Fr. Capa Il. Animal adulto. Paraformaldehido.

neuronas y vasos






Animales viejos
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Fig. 211: Neurona multipolar.
Cuerpo globoso. Ramificaciones
que siguen el curso de un vaso
sanguineo y se abrazan a sus
ramificaciones. Area Par. Capa
IV. Animal viejo.
Paraformaldehido.

Fig. 212: Neurona bipenachada. Cuerpo fusiforme adosado al vaso.
Orientacién horizontal. Area Par. Capa Il. Animal viejo. Paraformaldehido.

neuronas y vasos
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Fig. 213: Neurona bipenachada. Cuerpo fusiforme adaptado al vaso.
Ramificaciones que siguen el curso vascular y se abrazan a sus
ramificaciones. Area HL/FL. Capa VI. Animal viejo. Paraformaldehido.

neuronas y vasos






Animales jovenes
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Fig. 215: Grupo de neuronas relacionadas con un vaso de mediano
calibre. Animal joven. Glutaraldehido. Corte horizontal.

Fig. 216: Grupo de neuronas relacionadas con un vaso de mediano
calibre. Animal joven. Glutaraldehido. Corte horizontal.

neuronas y vasos
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Fig. 217: Neurona multipolar que adapta su cuerpo a un vaso de
pequefio calibre. Animal joven. Glutaraldehido. Corte horizontal.

Fig. 218: Neurona bipenachada cuyo 4rbol dendritico abraza un vaso de
pequefio calibre. Animal joven. Glutaraldehido. Corte horizontal.

neuronas y vasos
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Fig. 219: Neurona multipolar con nucleo claro situada junta a la
bifurcacién de un vaso. Area HL. Capa V. Animal joven. Glutaraldehido.
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Fig. 220: Neurona bipenachada,
cuerpo fusiforme vy globoso,
relacionada con un vaso. Area Fr.
Capa Il. Animal joven.
Glutaraldehido. :

Fig. 221: Neurona bipenachada.
Adosada a un vaso; su éarbol
dendritico sigue el curso
vascular. Area Par. Capa IV-V.
Animal joven. Glutaraldehido.

neuronas y vasos






Animales adultos
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Fig. 222: Neurona piramidal, de
mediano tamarfio, marcada en su
totalidad. Relacionada con un
vaso. Area Par. Capa Illl. NOS
neuronal. Animal adulto.
inmunohistoquimica.

Fig. 223: Neurona bipenachada
que adapta su cuerpo a un vaso.
Neurona multipolar, de cuerpo
globoso, relacionada con otro
vaso. Area FL/HL. Capa Ill. NOS
neuronal. Animal adulto.
Inmunohistoquimica.

neuronas y vasos
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Fig. 224: Neurona bipenachada
relacionada con un vaso; su arbol
dendritico sigue el curso
vascular. ‘Area Fr. Capa V. NOS
neuronal. Animal adulto.
Inmunohistoquimica.

Fig. 225: Neurona multipolar en
T. Relacionada con un vaso. Area
HL. Capa Illl. NOS neuronal.
Animal adulto
Inmunohistoquimica.

neuronas y vasos







