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Diferencias y semejanzas en el desarrollo de las

interneuronas del hipocampo y de la corteza cerebral del

Unitat de Biologia eel.lular, Facultat de Biologia,
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Abstract

neur e'genes. i s· [Ifthei r.and

interneurons in the hippocamous and neocortex of the mouse

Using a combination of immunocytochemistry for the detection

of
the

gluta.mic aCld

enzyme elf 3':H)thymidine the
GABA, an,j

pe..tte·,·ns. of GAD-ne'::::J.3. ti '/e

neurons were studied. +1,- :.
....-.I.,__

GAD-negative neurogenesis P 1.3.cE'
.3nd

simultaneously; In h·"'t\!2 th2.. t GAr:---

negative neurogenesis

the
�. i IT: i 1 ·3..r 1 "l

Df neurogenesis for

GAD-
f:"J E.' '-? k -=-.

Additionally, GAD-positive the

hippocampus follow sequence of positioning in

that GAD-posjtive neurons in or close to the pyramidal layer

are more delayed in their onset and their production extends

lonqer than for GAD-positive neurons in plexiform layers.
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I NTF:ODUCC I m�

Clá:.ic2.mente 1.3.s neuronas se han subdividido en dos grandes

gr-upos: la.s de (NF) CI

de cir' cu i te, lo ca l (r,jCL)

interneuronas. Las prlmeras son las encargadas de transmitir

información entre regiones cerebrales distint.;:..s ·9.

e CI y� t CI q LI. e 1.9.5. - - ._ ._.
_._

I
_

L'=.:'l LcUIJ.d.� del

son las encargadas de modular la actividad de las

1.0 CC, r t 1:2 Z ·20.
, - -

J. d;::-

NCL corticales constituyen una pDblación muy

heterogenea, atendiendo a "::.1...\ morfologia CFairén y cols.�

1. S':34) \' neuropéptidos (Hendry y c o l e, 1984).

C,:..s i te,d.as las NCL corticales u t i Lá z en

como neurotransmisor y constituyen el único

mecanismo inhibidor CCI),l que cuenta la corteza cerebral

(Houser y cols., 1984).

Debido a 1,3 au ,,::·enc i a de mete,dc,s. de estudio apropiados, el

desarrollo de las NCL corticales y los mecanismos celulares

que regulan su enorme diversidad han permanecido durante

rnu c h o ti empcl p r ác ti c.;:..mente d e se CI n CI cid CI S • En el

trabajo analizamos l¿� neul-clqénesis de las NCL en dos areas

d�. la corteza cerebral que representan diferentes niveles de
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evolución y CI r 1;j.3 ïl i z ac i é, n • S CI m a t o-s·e n s CI .:- i a 1

primari3 (SMC) de

m2,yor desarrDllo animal y la región del NeocDrtex

un nivel de Drganización estructural más complejo

y evolucionado (Woolsey y Van der Loos, 1970; Van der Loos y

El hipocampo (HPC), por el cDntra�iD, forma

A'C q Ll i e CI r t e·J 'i e�· U.-:-:2.

Drganización relativamente sencilla y primitiva (Blackstad,

1956). En este estudio hemos combinado la autoradiografia de

:3 (H) t i m i d i na y la inmunDcitoquimica de la .'::J 1 u t.3.m.;:..tcl

el de

el cual el neuroblasto

a.ba.ndc,na. 1,3. zona ventricular ·i se incDrpora al parénquima

cDrtical embriDnario (Sidma.n, 1970). La inmunocitDquimica. de

GAD nO·5 p e .:- m i ted ef i Ci i rin e q u i ·'10 e ¿, tTl en tel.:?, p o b 1 ·3. e i ':' r·1 oj':2 • N C L

de la cDrteza cerebral (Houser y cDls, 1984).

MATERIAL y METODOS

Las hembras pre�adas de r':::-I + on C57B 1 un Lin i CCI

pulso de 3(Hltimidina (5 uCi/g) dur.3ïlte el periodo

embriDnario El0-E17. Cu ervdc 1 as crías fu er on (:3

a x o rie l e ínc r erne rrt er el i nrnuno mar c a j e de los c u er p oa

meses) � se inyectaron intraeerebralmente con eolchicina (20

ug colchieina en 1 uI de salina) para inhibir el transporte
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CCI 1 s, 1978) . h. de(Riback

supervivencia, se perfundieron seycon

obtuvieron cortes por congelación de 20 Aum de grclsor.

c o n t i nuac i ón , los cor tes se p r oc e e sr on
II fl-ee f I oa t j, ng

II

p a,r a.

la detección inmunocitoquimica GAD el métüdclSE(;) Linde

indirecto de la peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) (Sternberger

y cols� 1970). Brevemente� los cortes se incubaron toda una

nc.che c on

ov e j a d. una dilución 1:2000 lh en suero anti-cabra (cruza

con 19G de c.veja) dilu.ido 1.:100 y 90_ min en el c ornp l e j o Pf�F'

(obtenido en cabra) diluido el

diaminobenzidina, lo e se

autoradiografia cün emu 1. s· i é·n f'!TB-2 (Kodaekl y revelador D-

el a.n-b.lisis del material, se confeccionaron mapas

del 31'1C '/ HPC tc.dos l o s
...1_.

u'=:'

'-:<. n Ci t ó I .::<. lasellos s·e

marcadas con autoradiografia lB) ,lA

presentaban marcaje inmunocitoquimico (GAD+l como Sl no (GAD

-l. Para incrementar laresolución radial del análisis, ambas

regiones corticales s e s L\ b d i v i d i e ¡- ':' CI en capas de acuerdo a

la terminologia y criterios comunmente utilizados. el

hipocampo, además, se consideraron 125 siguientes regiones:

(Fn>. Los d a t cs se presentan en forma de densidad numérica

z:
células por mm l.



definir la poblaciÓn de 1 _

1 >::t.

148

RESULTADOS Y DISCUSION

Periodo de neurogénesis.

En l�.s autoradiografias de 3(H)timidina (3HT)

técnica cesulte.

a los que está asociado el

mar c·a j i=:; de 3HT. L? tinciÓn inmunocitoquimica GAD

técnica inmunocitoquimica también nos da informaciÓn acerca

de la geometria dendrítica de la (F i g • La

presencia de granos de plata autoradiográficos en el núcleo

eje neUrO(laS nc,s· p er m
í

te

inequivocamente la neurogenesis de las NC·L (FiiJ. i o '/ i ci .

c'
,-1 autoradiográfico

inmunoreactivas es interpretado como neuronas de proyección

(Flechas en Fig. lE).

F:eg i o Super i or e Inferior del Hipocampo, la neurogénesis de

E·,-, la 2 el __ .J...._.,¡._

!-,.=t t" I !_I I I de :T!dCC·-? j e

autoradiográfico- 1.:35 a.reas

corticales (Fairén y CDls� 1 '=t85; F,_Et. i ré"¡-¡ cols�

cols; 1 '=t85 �
- - ol _

t_U 1. =.:t 1986) . Ec; el

la neurogénesis de las neuronas

¡::JAD (+) o: NCL ) y GAD(-} (NP) sigue un curso pera Le Lc ; CID

obstante el de neurogénesis es

las GAD(-) (E13) que en las GAD(+) (E14l En la

las NCL precede claramente a la neurogénesis de las NP. Así
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Fig. 1: Dibujos de la corteza hipocámpica
(A) y somata-sensorial (B) de ratón

en los que se ha anotado la posición de las

neuronas GAD-positivas marcadas con 3HT. Es

evidente el sistema de laminacion utilizado.

En e, D y E, se muestran ejemplos de neurona

inmunoreactivas marcadas con granos de auto­

radiografía. Las flechas en D y E señalan

acumulaciones de granos de plata sobre es­

tructuras no inmunomarcadas, interpretadas
como células GAD-negativas.
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Fig. 2: Patrón de neurogénesis de neuronas GAD-positivas y GAD­

negativas en el Neocórtex y en las tres regiones (RS, RI y

AD) del hipocampo.

por ejemplo, en la RS la fase de máxima neurogénesis GAD(+)

mientras que para las células

GAD(-) sólo cubre los dias E15 y E16. En la RS, la fáse

(E12-E13) antes que en 12.5 células GAD(-) (E14-E15). En el

i nCl-emeïltaAD la distribución de NP marcadas con 3HT se

constantemente a lo largo de todo el periodo embrionario; la

génesis de estas neuronas se completará durante las tres

primeras semanas de vida posnatal 1965) .(An.;¡ev i ne,



151

génesis de neuronas GAD<+) en el AD alcanza un máximo en E14

y decrece a continuación. Concluimos que mientras en el

una co-generación de neu.·!-c'l,as GAD< + )n e o c e, ¡- t e ';-: e >� i s t '2

f3AD ( -) � 1 a neurogénesis de células GAD<+) del Hlpocampo (en

regiones analizadas)

GAD(-). Datos similares se hanla:=, célul.as

obtenido recientemente en otros laboratorios (Miller, 1985;

Ama"! ê\ 1 1'=7'85 )Lubbers CDls�

obse"!vaciones cont"!adicen una idea generalmente aceptada en

Neurobiologia (Jacobson, 1979) que p"!opone una

génesis y ma.dur¿..c i ón t ,:3X ,j i 3. la.s '2n

Gradientes espacio-temporales de posicionamiento celular

3 ilustra el patron de posicionamiento que sigue

I a neur e, ,;) énes i s de eélul.as GADC+) y GAD(-) en el Neocortex

eDis,1986) y en la Regio Superior del Hipocampo

se,mato- -:::.ense, r i.a 1 la de alTlbs.s p ob 1 a.e i ones

a fLlera'l" L.:::<'s ïleur e, ï,as c, rig i ('! a d a s iDS pr ilT!erDs d iE'.Se,:"

embrionarios tienden en las capas inferiores de

cerbral (capas V V VI); las células que nacen en

siguientes ';lerle',- ac i CICles:" d,-:;: fO'l-m,a pre, g re,=" i v a

posiciones cada vez más superficiales.
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Fig. 3: Patrón espaciotemporal de neurogénesis GAD-positiva en

el Neocórtex y en la Regio Superior del Hipocampo
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En 1.3 PS del Hipocampo, la génesis de las NP (casi todas

ellas destinadas al estrato piramidal, SP) también sigue un

g'l- a d i en te" i n s i de -- c' ut" . de m.3rcaje

las célula.s (NeL) es muy diferente: en los prImeros

i nyece i ¿,n ': E 11-E 12 ) rieL se los

estratos plexiformes (SOl, S02, :3F� 1, SR2! V
i

:3L!"1 )

básic.amente en las pC'S.lC lc,nes

SF�M); en E13 Ids destinadas por Igual a todos los

inc 1 u i d o el p i vam id el .; SF') ; el

las neuronas GAD(+> originadas en

E14 Y ElS se localizan en el SP; esta tendencia, finalmente,

se acentúa en E16 y El7. En consecuencia, la neurogénesis de

NCL en la del Hip c. c 3. m p c· �·l g!_�e U.CI

posicionamiento en

que tienen los primeros dias embrionarios ocupan

posiciones extremas o margInales corteza cerebral y

J.¿tS células eïl suc es· i \i .:?, S o12e.d.3.s

neurogenéticas adoptan posiciones más i CI t e '!- IT: e d i a s .:;? 1

SP). Adicionalmente, que pueb 1.3.n el

estrato piramidal s i gue'!l Uf¡ g';- .3d i ente "i n'3 i de-c·u t" s i m i 1.:=;,.,-

al descrito para las células GAD(-).

s c. m·3 t o s e n so r i ·3 1 , c on tr .",0 icen el

d e p o s i cié, n difusa" en la neu·l-ogéflES. i s de

i nterïiEu'l- onas de la corteza cerebral sugerido P'I- ev i a.mente

y f...jo 1 ff (1981) y l.Jolff y e oI s ( 1983) .
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Fig. 4: Modelo de desarrollo cortical. En A, se ilustra la neurogénesis,

localización y posterior desaparición de las neuronas más prema­

turas de la lámina cortical embrionaria (fig. extraida de Luskin

y Shatz, 1985). En e, D y E se muestra el proceso óel modelo de

neurogénesis propuesto (Ver explicación en el texto).
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Recientemente, los 12.bc,r.3tor i o de c. Sh3tZ

(Luskin y Shatz, 1985) han demostrado la existencia de una

población transitoria de interneuronas en la corteza vi3ual

de qat o .
son las primeras en originarse, se

sitúan en las posiciones más marginales de la placa cortical

desa.p.3recen durarrt e el p er i n·3 t .,:t 1

(probablemente por muerte celular) y no se encuentran en el

En 1 a f i l:;j U. '1- a un rn CI del D e! e.3.dulto (Fic:;.

neur ogéne':::' i s de ce,r teZ.3 1.3. -:::', -

Ld que

cols" .�-/ e >� P 1 i e .3. 1.;3. s

la neuroqénsis del Hipocampo y del Neocórtex.

L .�. s pr i ¡TI e �- a s se el

la.sV2.n de::.:.t i n::=td.::=t::.:.i nterneur c,n·::=t'=· y -3.c e, r tic .3- 1 s o n

cortical embrionaria; La -3 e I;; 1_1. cIoa

oleada neurogenética está constituida

sitúan, fundamentalmente, en la zona intermedia de la lámina

d ene, rn i n.3.d.3- p 1 ¿,C·3

9 ,- a d i en ted e poe i c iooern i ento l'il-¡side-OLtt11;

peri.natal, la desaparición selectiva de la::.:.

originadas tempranamente 1 ·3.P '\ CI 'l CI e -3. Li. C\2

1 ugal- a la formación de las capas

del �,j e o c e, r te>: ( I I , I I I , I l}
.., , 'vy\JI) e x c ep t o Ce..p·3. I.adulto

se produce la desaparición de las NCL yHi p o cernp o ne,

1 a p lec a cor ti c2.1 P'I- i m i t i va pe'l-maneee p e'l-manece "eondens2,da
"

en el dec, r get n i z a e i 0:::' nadulto constituyendo

primitiva, el estrato piramidal (SP); en ambos lados del SP,

permanece una población rica de interneuronas en el adulto.



Teniendo en cuenta el origen y desarrollo temprano comun de

la lám1.na cortical embrionaria, este e>;p 1 i ca los

diferencias observadas en el neurogénesis y en

1 r, e: gr s.d i e.r:t e�· espacio-temporales

Neocortex. Además, propone implícitamente que

l.;::,.s

mecanismo celular en la morfogénesis de la corteza cerebral.

Relacción entre el fenotipo celular y el dia de nacimiento.

de este. manuscrito se ha indicado queEn la

exiben una enorme variabilidad morfológica. En este

capitulo analizamos si el periodo de neurogénesis determina

neU1- onas GAD <+ ) . e llc,de l·as �·e

(Cobas Oi CDls�e Ct ITI¡:t 1 E j CI s i �. t e !T: 2�

adquisición deque inc 1 u·�.le:

a un rn i n i c Ci mput a do .:-celuló.r) un

(Glasser y cols, 1982) cálculo de parámetros morfométricos

de _ func i Cines

clasificación automática de las células. Este procedimiento

nos permite clasificar las células de forma objetiva.

LDS d s toa ob t en
í

do s en <:::·e 1- epl- e<:::.entan en la

ciertos tipos GADfiguró.

Si n embal-go, este

está causado, fundamentalmente, lahechc,

que ocupan los tipos neuronales en las seis

que, c omo hemos visto siguende lacapas

156
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Fig. 5: Relacción entre el día de naci-

miento neuronal y la morfología
celular. En A se ilustra un estudio
cuantitativo realizado en el neocortex.
En la gráfica superior de la columna

izquierda se muestran los tipos neurona­

les analizados globalmente; en el resto,
por capas individuales. En E, se ilustra

un esquema de la distribución de los tipos
de interneuronas más importantes en el

Hipocampo. Las neuronas de circuito local

axo-dendríticas se localizan en las capas

marginales; las interneuronas axo-axónicas

y axo-somáticas se ubican en el estrato

piramidal.
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" i 'n s i d e - D Lt t l/
• As.í pi_i.és, s. i ana 1 i zame,s la

neurc'génes J. s· de I c,s
J...

.

1... 1 PCIS c e Lu ler es, que pueblan una misma

e 2�p.S.!I �·e 6bserva que el periodo de neurogenesis es el mismo

neuronales. Estos resultados indican

qLlE 1.3 determinación del

c;p¡[) <+) en f.s.e tor-es

qLtE pcr el dia de nacimiento. Los resultados

es.tu.dio simil2.r del H'i p o c emp o

actualmente en curso de realización (Soriano y cols, 1987c y

1987d) parecen apuntar hacia las ffiismas conclusiones: dentro

de cada. c2.pa � el neurogénesis de los distintos

GAD (+) e·:=, el mismo, si bién un análisis

al t2.mente células

en cuento a tama�o.preliminar lndlca peque�as diferencias

Dada la particular laminación del Hipocampo se pueden hacer,

.s.delïl-Ét.S!I 3.1 f;tu.'n.3s consideraciones adicionales. En la figura SE

s·e muestra

del Hip o c ?- m P CI ; que tienen

espec i a 1 i z a d o ( i . e .
"b.:3.c;::.ket II

"chandel i er
?

, que es.tablecen cc,ne>�iclnes a>�el-s.clmáticas ./ ·�>�e,-

tienden a situarse en el

el c e, n t rar i e, � 1.35 un más ';jeneral izado

(interneuronas axodendriticas) se situan preferentemente en

plexiformes. Basándonos en las características

en "sand\...¡ich" , par-ece evidente que las

interneuronas de axon más especializado tienen un desarrollo

más precoz que las interneuronas de axón generalizado.
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