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RESUMEN

Se realizé un estudio descriptivo, observacional y transversal en 160 cortes histoldgicos
de la fascia dentada del hipocampo de ratones BALB/c y ratas Wistar blancas, en el
Laboratorio de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Ciencias Médicas de
Santiago de Cuba, de septiembre de 2013 a igual mes de 2014, con vistas a determinar
las transformaciones histolégicas que ocurren en dicha fascia en el segundo y sexto dias
posnatales. La observacion microscépica de estos cortes se realiz6 empleando del
software Image J. La extension de la fascia al sexto dia de vida lleg6 a ser mayor en los
ratones; los maximos incrementos del grosor en ambos tipos de roedores se
encontraron en el hilus, y el estrato granuloso fue de menor crecimiento en las ratas. La
celularidad en los roedores presentd mayores proporciones en las tres regiones del hilus

al segundo dia, pero disminuy06 en el sexto dia, mientras que las zonas relacionadas con
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el hilus mantuvieron una mayor cantidad de células; sin embargo, el namero celular
disminuyd en ambas regiones moleculares de la fascia de las ratas.
Palabras clave: fascia dentada; cortes histolégicos; microfotografias; ratones BALB/c;

ratas Wistar.

ABSTRACT

A descriptive, observational and cross-sectional study was carried out in 160
histological cuts of the hippocampus fascia dentata from mice BALB/c and rats white
Wistar, in the Laboratory of Biomedical Investigations from Santiago de Cuba Medical
University, from September, 2013 to the same month in 2014, with the aim of
determining the histological transformations that take place in this fascia in the second
and sixth posnatal days. The microscopic observation of these cuts was carried out using
the software Image ]. The extension of the fascia at the sixth day of life was larger in the
mice; the maximum increases of thickness in both types of rodents were in the hilus, and
the granular stratum was of smaller growth in rats. The celularity in the rodents
presented larger proportions in the three regions from the hilus at the second day, but it
decreased at the sixth day, while the areas related to the hilus maintained a greater
quantity of cells; however, the cellular number diminished in both molecular regions of
the rats fascia.
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Introduccion

El hipocampo (HC) es una estructura alargada, de limites redondeados, que en el 16bulo

temporal medial protruye sobre la luz de las astas temporales de los ventriculos
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laterales después de enrollarse sobre si mismo a lo largo del surco hipocampal. Deriva
de la region medial del telencéfalo, forma parte del sistema limbico y tiene una funcién
importante en la adquisicion del aprendizaje espacial y la consolidaciéon de la memoria a
largo y corto plazo. Anatdémicamente, esta organizado en el cuerno o asta de Amon
(hipocampo propio) y el giro dentado (separados por la fisura hipocampal); el complejo
subicular, formado por el presubiculum, el subiculum y el parasubiculum; y la corteza
entorrinal. El cuerno de Amén estd dividido en tres areas: CA1, CA2 y CA3.(1)

Las primeras ilustraciones claras del HC se deben a Duveroni en 1729 y su definiciéon ha
originado frecuentemente confusién, dado que muchos autores han utilizado nombres
diferentes para referirse a la misma estructura.(3)

El hipocampo se localiza en la profundidad de la region mesial del 16bulo temporal y se
encuentra cubierto por la circunvolucidn parahipocampal. En cortes coronales muestra
un aspecto de dos cintas enrolladas una sobre otra, que se corresponden con el asta de
Amon y la fascia dentada (FD), respectivamente.(®

De igual modo, el HC esta revestido por una capa de sustancia blanca: el alveus. La fascia
dentada es la region del hipocampo con estratificacion menos compleja y se encuentra
colocada en el borde superior de la incisura hipocampica. En un corte verticotransversal
posee la forma de una media luna que abraza al extremo superointerno del cuerno de
Amon. Cajal con sus estudios permitié distinguir los elementos mas relevantes de esta
citoarquitectura.(®)

Cabe sefialar que el HC posee una funcién esencial en el almacenamiento y
procesamiento de la memoria. Se sabe que el HC derecho estd mas orientado a
responder ante estimulos espaciales, mientras que el HC izquierdo se asocia con otro
tipo de informacién contextual. Con el tiempo la funcién del HC decae y la recuperacion
de los datos almacenados en la memoria se hace mas dependiente de la corteza.(7)

La FD del hipocampo, junto con la zona subventricular de los ventriculos laterales del
cerebro del mamifero, son los dos sitios de generacién de nuevas neuronas durante la
etapa adulta, las cuales poseen un papel importante en varias funciones del sistema
nervioso central. En la actualidad el hallazgo mas importante es la demostracién en el

cerebro adulto humano de neuronas neoformadas de modo continuo.(8910)
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El fenbmeno de produccion de nuevas células es conocido con el término de
neurogénesis y generalmente se refiere al proceso de proliferacién, migracion,
supervivencia y diferenciaciéon de nuevas células, lo cual ocurre Unicamente en dos
regiones del cerebro adulto: la pared de los ventriculos laterales y el giro dentado del
hipocampo. La presencia de neurogénesis se ha asociado a multiples factores entre los
que destaca el aprendizaje y su respectiva consolidacion denominada memoria. Al
respecto, un nimero considerable de trabajos realizados en roedores han mostrado que
cuando se aprende una tarea, el nimero de nuevas neuronas en el giro dentado del
hipocampo se incrementa de forma abundante. La relacién entre el entorno ambiental y
la neurogénesis en la FD ha sido progresivamente mas estudiada en diferentes especies
de mamiferos.(11.1213)

Los estudios morfométricos con microscopia éptica de la region de la fascia dentada en
los dias iniciales de la vida no resultan aun suficientes para la total y cabal comprensién
de los trascendentales cambios cuantitativos y morfogenéticos que ocurren en este
momento del desarrollo posnatal en esa regidn cortical y sus células, por lo que se
decidi6 realizar esta investigacion con el objetivo de determinar las principales
transformaciones morfolégicas que suceden en la fascia dentada de ratones BALB/c y

ratas Wistar blancas en el segundo y sexto dias posnatales.

Métodos

Se realizé un estudio descriptivo, observacional y transversal de cortes histologicos del
hipocampo de 6 ratones BALB/c y de 6 ratas blancas Wistar en el segundo y sexto dias
posnatales, en el Laboratorio de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de
Ciencias Médicas de Santiago de Cuba, en el periodo comprendido de septiembre de
2013 aigual mes de 2014, con vistas a determinar los principales cambios morfolégicos
que experimenta esta estructura cerebral en los primeros momentos de la vida posnatal,
lo que se complementé con mediciones morfométricas.

Los cortes histolégicos del hipocampo, como ya se refirid, fueron obtenidos a partir de

una investigacidon anterior, realizada en 1984 en el Laboratorio de Histologia de la
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Facultad No. 1 de Medicina. Los animales, sin distinciéon de sexo, fueron sacrificados en
el transcurso del segundo dia (después de las 24 y antes de las 48 horas de nacidos) y
del sexto dia de vida posnatal, como modelo andlogo, debido a la semejanza del
desarrollo de su sistema nervioso central con el del hombre. Se emplearon técnicas y
procedimientos correspondientes para la preparacion de cortes histolégicos del tejido
nervioso, desde la toma de la muestra hasta su tincién y montaje.

El universo de estudio qued6 definido por 160 cortes histolégicos de la fascia dentada
del hipocampo de 6 ratones BALB/c y de 6 ratas blancas Wistar de 2 y 6 dias de vida
posnatal, con 40 cortes de cada una de estas etapas, que se tomaron a un espacio de 50
pum entre uno y otro.

Inicialmente se realiz6 una caracterizacion morfoldgica, cualitativa y cuantitativa, en la
fascia dentada a nivel del limbo suprapiramidal (LSP) y el apex, como regiones mejor
organizadas al nacimiento en ambos tipos de roedores. Se tuvieron en cuenta el grosor o
la extension que ocuparon los estratos de la FD en ambos momentos, las caracteristicas
de las células granulosas dentadas en el estrato colindante al molecular y al hilus
dentado, asi como la organizacion de la lamina granulosa, el area y los diametros
nucleares de las granulosas dentadas y los cambios de células de los estratos aledafios y
la tipologia celular mas abundante en estos.

Se compararon las caracteristicas de ambas regiones de la FD entre los 2 tipos de

roedores en el segundo y sexto dia de vida, a saber:

¢ Grosor de las ldaminas celulares: Se realizé una medicion lineal en imagenes de la FD a
menor aumento, objetivo de 10. Con la ayuda de la herramienta del software Straight
line selection tool (linea recta) se trazd la recta desde el fin de CA4 hasta la curva de la
FD. Para lograr el resultado de las regiones o los estratos, la recta fue salvada y
después se fragmentd.

e Area nuclear de las células granulosas dentadas: Se emplearon las microfotografias
de las regiones de LSP y apex, las cuales se aumentaron con el software a 150 %, y se
empled el set mensurements con el plugins y el comando analize con una rejilla de
puntos separadas por 100 pum?2en las microfotografias de 3640 pixeles y 64 en

aquellas de 640 pixeles, y se delimitaron las areas nucleares de las células que
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coincidian con los puntos en la hilera colindante con el hilus e igualmente con
aquellas situadas en la primera hilera subyacente a la molecular.

e Volumen nuclear: Se determiné segun la férmula de Palkovits V=Tt/6L.B2, cuando los
didmetros nucleares (L diametro mayor y B diametro menor) poseian marcadas
diferencias entre si. Se procedio al tratamiento estadistico de lo obtenido.

e Conteo celular: Se precisé la cantidad y el tipo de células presentes en un area
preestablecida de 2400 um? (80x30 pum) en el centro del hilus dentado y en la capa
molecular y el hilus en las regiones colindantes con LSP y el apex de la lamina

granulosa.

En los estudios morfométricos se preciso fotografiar las ldminas histoldgicas. Para ello
se emple6 un microscopio éptico triocular OPTECH modelo B4, al que se acoplé una
camara digital Cannon modelo G11. En cada corte de la zona de la fascia dentada se
obtuvieron microfotografias con una amplificaciéon de 50 x y las de las otras zonas
(LSP, apex e hilus) aumento de 200 x.

La informacién obtenida fue procesada de forma automatizada, para lo cual se utiliz6
el paquete estadistico EPIDAT version 3.1. En el analisis del grosor de cada estrato se
estableci6 una comparacion con el grosor total, expresada en porcentaje. Para las
variables cuantitativas se emple6 la media aritmética o el promedio y la desviacion
estdndar, y para comparar estadisticamente las distintas medias obtenidas de las
regiones de la FD de cada tipo de roedor de una misma edad y entre las dos edades
estudiadas, asi como los didmetros mayores y menores de las células granulosas
dentadas de la hilera suprahiliar y la submolecular, tanto en el segundo como en el
sexto dia posnatales; se utilizé el modelo de distribucion de la t de Student de
comparacién de medias, que permitié analizar el comportamiento de las variables
estudiadas para un nivel de confianza de 95 % y una significacién p<0,005.

En la comparacién de los distintos tipos de células halladas se calcularon la frecuencia
relativa y el porcentaje de cada uno. Ademas, se aplicd el test no paramétrico de
discrepancia de la X?, con una distribucién de supuesta probabilidad de igualdad de las

frecuencias esperadas (bondad de ajuste) a los cuatro grupos de células conformados



MEDISAN 2018; 22(9):1204

por los resultados de los tipos celulares en las distintas areas estudiadas: Para aplicar a
ambos el test con bondad de ajuste, se requiri6 determinar las frecuencias esperadas,
con la siguiente consideracion: se dividié el total de células contadas en la totalidad de
cada zona (subgranulosa en el apex, subgranulosa del LSP e hilus dentado) entre los
cuatro tipos de células. Luego, se comparé la cantidad de células esperadas con las
halladas, empleando el paquete estadistico MIC y se obtuvieron los valores de la X2 y con

un nivel de confianza de 95 % y una significacién p<0,005.

Resultados

Al estudiar la fascia dentada en toda su magnitud en cortes histolégicos a menor
aumento, se demostr6é que, a los dos dias de vida posnatal, tanto en ratas como en
ratones su organizacion estructural no era completa, pues, aunque se definia bien la
lamina granulosa, esta era delgada y su limbo infrapiramidal no se encontraba
totalmente conformado; sin embargo, en las ratas parecia tener una mayor extension
que en los ratones. En la region central o el hilus dentado y en el estrato molecular
aledaiio existian abundantes células, ademdas el hilus dentado estuvo relacionado
estrechamente con el CA4 o el fin del cuerno de Amon, asi como con gran celularidad en

el hilus dentado (fig. 1y fig. 2).

Fig. 1. Microfotografia de la fascia dentada y sus estratos en el segundo dia de vida del ratén (en

vista panoramica)
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Fig. 2. Microfotografia de la region de la fascia dentada de ratén en el segundo dia de vida

(demostrada con el método de Einarson)

La imagen de la FD al sexto dia de vida posnatal en ambos tipos de roedores presento
modificaciones y se observé una mayor organizacién de ambos limbos, supra- e
infrapiramidal; este dltimo con mayor grosor y extension cerrando la letra C y de esta

manera se acerca al CA (fig. 3).

Fig. 3. Microfotografia de la fascia dentada de ratones en el sexto dia de vida por el método de

Einarson (estratos aledafios a la ldmina granulosa con menor celularidad).

Al segundo dia de nacimiento, en los ratones el estrato molecular present6é un grosor
promedio 47,528+11,671 um, lo que constituy6 21,37 % de la longitud total de esta
circunvolucidn. El estrato granuloso con 41,766+10,403 pm constituy6 18,78 % del total
del grosor de la FD. La zona mas amplia fue el hilus dentado, con 133,139+42,528 um y
representd 59,85 % de la extension total (tabla 1). En las ratas el estrato molecular tuvo

un grosor de 63,555+18,421 um y en relacién con el total fue de 24,29 %; mientras el
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granuloso promedié 48,154+12,304 pm y representd 18,40 %. Finalmente, el hilus
dentado se correspondié con 150,025+45,636 um, para 57,31 %.

Tabla 1. Extension promedio (um) de los estratos de la fascia dentada de ratas y ratones en el

segundo y sexto dias de vida

Ratones al Il dia Ratas al Il dia Ratones y ratas al Il dia

Estratos Extension S Extension 5 t p
promedio promedio

Molecular 47,548 11,671 63,555 18,421 4,6521 0,0000
Granulosa 41,766 10,403 48,154 12,304 2,529 0,0136
Hilus 133,139 42,528 150,025 45,636 1,7393 0,0860
Total 222,453 52,070 261,734 62,600 3,0717 0,003

Ratones al VI dia Ratas al VI dia Ratones y ratas al VI dia
Molecular 87,078 17,41 90,630 19,703 0,8132 0,4196
Granulosa 69,157 22,031 56,753 11,262 3,2984 0,0015
Hilus 288,359 84,104 209,362 43,273 11,3765 0,0000
Total 444,594 96,003 356,745 63,012 4,907 0,0000

Fuente: planilla de recoleccién de datos

En el segundo dia de vida, entre ratas y ratones la granulosa result6 la menos gruesa y el
hilus el de mas espesor; ademas, la extension media total de las ratas fue la mayor y al
analizar cada estrato, solo el molecular de las ratas fue el mas grueso, con t=4,6521 y
p=0,0000.

A los seis dias, el estrato molecular de los ratones mostré una media de 87,078+17,419
um, lo que represent6 19,60 % de la extension total de esta circunvolucion. Por su parte,
el estrato granuloso tuvo como media 69,157+22,031 um, lo que correspondi6 con 15,55
% del grosor de la FD. La zona del hilus dentado resulté también la mas desarrollada con
288,359+84,104 pm y representd 64,85 % de la extension de la region.

La extension de la fascia dentada en ratones de seis dias de edad fue 444,594+96,003
um, mientras que en las ratas resultd de menor grosor, o sea, de 356,745 * 63,012 pm.
Esta diferencia demostrd ser significativa, con una t=4,907 y p=0,0000.

Los resultados en las ratas de mayor edad revelaron que el estrato molecular, con 25,41

% del total, promedié 90,630£19,703 pm. El estrato granuloso tuvo como media
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56,753£11,262 pm, para 1590 %, y la media del espesor del hilus dentado se
correspondié con 209,362+43, 273 um, para 58,69 %.

Al comparar los resultados de la extension media de los estratos en el sexto dia, en
ambos tipos de roedores, se encontr6 que los moleculares fueron significativos, con
t=0,8132 y p=0,4196. La diferencia entre los estratos granulosos resultd significativa,
con t=3,2984 y p=0,0015, pues disminuy6 su grosor. En la zona hiliar la comparacién de
las medias mostr6 un incremento con una alta significacion (t=11,3765 y p=0,0000).

En la tabla 2 se muestran los porcentajes de estos tipos celulares en las diferentes
regiones, en ratones y ratas, en el segundo dia posnatal. Mas de 50 % de las células
encontradas fueron las de tipo I, a las que le siguieron en porcentaje las de tipo II,
excepto en la region del LSP cercana al hilus en los ratones, donde siguieron las de tipo
[1I. En todos los roedores, al sexto dia, los resultados fueron similares a los del segundo,
con predominio de las células de tipo I, seguidas de las de tipo II, aunque en las ratas en

la region del apex hiliar las de tipo Il y IIl mostraron similares porcentajes.

Tabla 2. Porcentaje de los tipos de células clasificadas en las regiones de la fascia dentada de

ratones y ratas en el segundo y sexto dias de vida

Regiones Ratones al II dia Ratas al Il dia
dela FD Tipo 1 Tipo I1 Tipo III Tipo IV Tipo 1 Tipo 11 Tipo III Tipo IV
LSPH 63,88 5,45 29,66 1,01 62,80 34,25 1,09 1,86
LSPM 60,22 36,82 2,15 0,81 66,67 26,90 2,10 4,33
ApexH 67,13 18,51 13,92 0,44 70,11 15,16 13,26 1,47
ApexM 81,85 13,37 4,06 0,72 73,86 18,15 7,08 091
Hilus 76,12 18,90 4,53 0,45 66,0 17,89 15,22 0,89
Ratones al VI dia Ratas al VI dia
LSPH 54,24 43,72 0,86 1,18 77,48 16,22 3,36 2,94
LSPM 66,29 20,20 8,82 4,69 79,76 15,41 1,81 3,02
ApexH 64,60 13,87 20,89 0,64 69,26 14,08 14,44 2,22
ApexM 79,01 15,31 3,95 1,73 67,84 20,47 4,09 7,60
Hilus 54,24 43,72 0,86 1,18 74,46 15,15 8,66 1,73

Fuente: planilla de recoleccién de datos
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A través de la observacion minuciosa de los cortes con microscopia 6ptica, mediante las
tinciones de Nissl y Einarson, se pudieron precisar las caracteristicas, la forma, el

tamafo nuclear y celular de los cuatro tipos celulares:

— Tipo I: Fueron las predominantes y las mas pequefias. En estas no se observo
citoplasma aun con las tinciones empleadas, y presentaban un ntcleo con mayor
densidad, de aspecto homogéneo.

— Tipo II: Se destacaron por tener su nucleo grande, esférico de cromatina laxa,
nucléolo evidente y con finas prolongaciones de basoéfilos en sus extremos opuestos.

— Tipo III: Presentaban su nucleo muy voluminoso, cuya cromatina se veia como
grumos compactos en diferentes zonas. En algunas células se observaba como una
fragmentaciéon con una gran variabilidad, lo que hizo pensar que algunas de ellas
estuvieran en proceso de apoptosis; fenémeno tan frecuente en esta etapa
neurogenética.

— Tipo IV: Se incluyeron células de diferente tamafio y caracteristicas; entre ellas
existieron unas pocas de aspecto cilindrico o basilar, donde la cromatina formaba
algunas lineas ligeramente condensadas como peldafios de escalera, paralelas entre si

y perpendiculares al eje mayor del nucleo.

Discusion
Al observarse con mayor aumento los cortes histolégicos de ratas y ratones con 2 dias
de nacidos, se verifico lo expuesto en la descripcion morfolégica anterior de que el
estrato molecular y la region del hilus presentan una gran densidad celular, aparecen
asociaciones celulares sobre todo en el hilus y agregados a modo de esferas que al
seccionarse transversal y longitudinalmente semejan tuneles de diferentes longitudes.
Estas asociaciones celulares han sido descritas por otros autores, como Arias Carrion et
al,®) quienes las consideran como agregados de células troncales y progenitoras
neuronales. Asi, en cada neuroesfera se encuentra una mezcla de células en diferentes

estadios de diferenciacion.
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De lo anterior se infiere que la mayor extension en ambos tipos de roedores estudiados
se encontrd en el hilus y no en otro de los estratos de la fascia dentada. Esto se debe a
que dicha zona es de particular importancia por los procesos neurogenéticos que alli
ocurren y la presencia de neuronas entre ellas, piramides muy voluminosas que
pertenecen a CA4, también neuronas de proyeccidn musgosas y en cesto de gran
relevancia por su estrecha interconexion.(5.14)

En estos dos estratos de los roedores estudiados en ambas etapas de la vida, se
observaron células asociadas a paredes de capilares, que ya habian sido sefialadas por
Quintana Polanco y Castro Boch(*?) en el hipocampo de ratones BAL/c en el segundo y
décimo dia de la vida. Un detalle que debe ser mencionado es la presencia de numerosas
células en diferentes momentos de la divisién celular, fundamentalmente en la region
hiliar, e inclusive en la lamina granulosa aunque resulta rara. En el hilus dentado en esa
etapa posnatal tan precoz de los roedores, sobresale una gran densidad de nucleos de
variada forma.

Las células clasificadas por las autoras de este trabajo no pudieron ser comparadas con
las catalogadas por otros investigadores, porque no se emplearon técnicas con
impregnaciéon argéntica y no se pudieron visualizar adecuadamente el neuroplasma y
sus contornos celulares, lo que si puede lograrse con dichas técnicas; ademas, la poca
madurez que presentaban estas células se correspondié con poco citoplasma y un gran
nucleo, lo que limit6 su mejor estudio.

Pudo concluirse que la extension total de la fascia dentada en el sexto dia de vida de
ratones llegd a ser mayor que en las ratas, los maximos incrementos del grosor en
ambos tipos de roedores se encontraron en el hilus, mientras que el estrato granuloso en
las ratas fue la de menor crecimiento. La celularidad en roedores en el segundo dia de
vida tuvo las mayores proporciones en las tres regiones del hilus, la cual disminuy6
significativamente en el sexto dia; sin embargo, las zonas relacionadas con el hilus
mantuvieron mayor cantidad de células y en ambas regiones moleculares de la fascia
dentada de las ratas disminuyeron. De igual modo, predominaron las células de nucleo

mas pequefio, con densidad homogénea.
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Finalmente, sobre la base de los resultados de este estudio, se recomienda continuar
investigando la fascia dentada en las necropsias de individuos supuestamente sanos y de

enfermos con alteraciones en el hipocampo.
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