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INTRODUCCIO

Durant la formacié del sistema nerviés central (SNC) tenen lloc processos
de proliferacid, migracié, diferenciacié i ordenacié de mil.lions de cél.lules en estru-
tires anatomiques i funcionals complexes. La naturalesa d’aquests fenomens roma
en molta part desconeguda pero se sap que la seva alteraci6 és responsable d’un seguit
d’anomalies malformatives amb repercussions funcionals variables.

La causa per la qual es produeix una malformacid no es pot determinar si no
se sap quin és el desenvolupament normal de I’organ que la malaltia altera. Una ma-
nera d’obtenir aquest coneixement és estudiar les caracteristiques de les alteracions
quan apareixen espontaniament en ’home, pero tan dtil com aixo és intentar repro-
duir-les experimentalment en altres animals o observar en aquests la seqiiéncia de-
tallada de la formacié normali de I’6rgan en qliestio.

La migracié neuronal és una de les caracteristiques comunes a totes les
regions del SNC en formacid. En efecte, milers de neurones immadures es desplacen
distancies considerables des de [lurs llocs d’origen en els epitelis germinals fins a
lturs punts definitius de destf.

Quin és el mecanisme d’aquesta migracié i com i perqué s’altera sén pregun-
tes de les quals no es coneixen més que alguns aspectes parcials.

Les radiacions ionitzants, quan s'administren en dates determinades de la
neurogenesi, provoquen alteracions caracteristiques en la proliferacié, migracié i
ordenacié de les neurones de determinades regions del cervell en formacié, i per
tant, I'estudi d’aquestes alteracions pot ajudar a la millor comprensié dels fenomens
citats. En afectar les radiacions el neocortex i |‘hipocamp sobre tot, i en produir
masses de neurones ectopiques subcorticals, vora el ventricle i els nuclis basals, és
interessant coneixer les caracterfstiques del desenvolupament en aquestes parts
del SNC per a poder comparar-les amb les que es troben experimentalment. Una
revisié dels mecanismes migratoris es aquestes regions i de les alteracions que s'ob-

serven en els mateixos tot administrant diversos agents fisics o quimics completa-
ran aquesta introduccio.
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I. ESTRUCTURA DEL CORTEX CEREBRAL NORMAL

El cortex cerebral és una complexa construccié neuronal i glial que al llarg
de I'escala filogenética s’ha anat modelant i adquirint formes diverses. En els ver-
tebrats inferiors, per sota dels reptils, no hi ha escorga definida i el cervell consis-
teix en diverses subdivisions cadascuna de les quals esta relacionada amb un tipus
d’aferéncia sensorial —olfactoria, visual, laberintica o visceral— i amb els centres
motors separadament situats en la part ventral de cada subdivisi6. En els reptils
moderns es comencen a acumular neurones en la superficie, insinuant el cortex,
perd constituint una sola capa de cel.lules. En els mamifers el sistema offactori
perd I'enorme importancia que té en els vertebrats inferiors i els impulsos senso-
rials, després de fer escala en el talem, arriben a I'escorga cerebral, la qual esta ja
ben desenvolupada, distingint-se una paret medial o hipocamp (arquicortex), una
paret lateral o area piriforme (paleocortex) i una paret dorsal o neocortex, la d’apa-
ricid més recent i la que ha estat més estudiada per la seva importancia en [‘home
(Diamond i Hall 1969; Crosby et al 1982).

El neocortex consisteix en milers de mil.lions de neurones que s'interco-
necten entre si i amb les estructures subcorticals mitjangant processos aferents i
eferents de longitud variable. Tradicionalment el neocortex ha esta dividit en capes
horitzontals de sis a deu, i nombroses irees citoarquitectoniques, perd amb algunes
modificacions totes les regions poden col.locar-se en un esquema general de sis
capes quan s'examina en preparacions per cel.lules nervioses (Ramén y Cajal 1891,
1899, 1900, a, b, ¢, 1911; Lorente de N6 1922, 1933, 1934, 1938; Conel 1939-
- 1963; Caviness i Williams 1979; Brodal 1981).

Aquestes sis capes basiques sén les segiients:

A. Capes basiques

I. Capa molecular o zonal, immediatament per sota de la piamater; rica en fibres
pero pobra en cel.lules: les petites cél.lules horitzontals de Cajal o de Cajal-Retzius,
orientades amb el seu eix major paralel a la superficie del cortex. Les fibres formen

un plexe tangencial molt dens (Bar6n-Maldonado 1976). La funcié d’aquesta capa
es desconeguda.
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Il. Capa granular externa constituida per petites cel.lules densament empaquetades,
algunes piramidals, altres rodones o estrellades. Les cel.lules piramidals tant en

aquesta capa com en les altres tenen llurs apex dirigits cap a la superficie.

1l Capa piramidal (externa) formada principalment per cél.lules piramidals de
dimensié mitja, les més grans de les quals es troben en les parts més profundes de
la capa.

IV Capa granular interna, integrada per petites cel.lules, molt juntes, amb forma
d’estel la majoria, i piramidal la resta. Les cel.lules estrellades de la capa IV i les
piramides de la part inferior de la capa Il son els llocs d’arribada principals de les
aferencies talem-corticals (Jones 1981). Les cél.lules piramidals de les capes 1 i 11l

son les cel.lules de destl aix{ com d’origen dels sistemes axonals cortico-corticals
aferents i eferents.

V. Capa glanglionar o piramidal interna, composta principalment per cél.lules pira-
midals, la major part de la dimensié mitja o gran, amb llargues dentrites apicals
dirigides cap a la superficie i amb un nombre important de dentrites basals. Les

cel.lules de les capes V i VI donen origen als sitemes eferents subcorticals (Jacobson
et al 1975).

V1. Capa multiforme on es troben principalment cel.lules amb forma de fus. Classi-
cament es reconeixen dues parts, una més externa o capa V! a, més prima irica en
elements neuronals de tipus polimorf i piramidal de dimensié mitja, i una més in-
terna o capa VI b (capa V1! per alguns autors com Marin-Padilla, 1978) més ampla,
rica en fibres i fusionant-se amb la substancia blanca en molts llocs, i amb escassos

elements neuronals de tipus polimorf gros i piramidal mitja.

B. Organitzacié horitzontal

Encara que la preséncia de lamines és coneguda des de mitjan segle passat,
el seu significat no s’ha pogut comengar a aclarir fins els darrers anys. Diversos me-

todes-com el marcatge dels axons amb aminoacids o sucres tritiats o els estudis de
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degeneracié axonal, han permes identificar I'origen de les aferencies i eferéncies
del cortex cerebral (Jacobson et al 1974, 1975; Gilbert et al 1975; Lund et al 1975;
Le Vay et al 1976; Swadlow et al 1981; Lund 19817; Jones 1981). Sobre aquesta
base es pot dividir ’escorga en tres parts: un terg superior, un terg mig i un terg in-
ferior. (Caviness et al 1979).

— El terg superior del cortex és d’associacid. Les capes Il i 1] emeten ireben les
fibres d’associacié cortico-corticals ipsilaterals i contralaterals (o calloses). Les fibres
cortico-corticals curtes s'originen en la capa Il, mentre que les cortico-corticals liar-
gues i les calloses ho fan majoritariament en la capa |l1. Fora dels primats aquesta
segregacié no és tan perfecta i, per exemple, en la rata, les fibres calloses s’originen
també en les capes V i VI (Jacobson et al 1975; Wise et al 1976; Swadlow et al
1981).

— EI ter¢ mig es la part de recepcio de les aferéncies talamiques. Segons Lorente de
N6 (1938) poden dividir-se en dos tipus, d’acord amb la manera d’arboritzar-se en
el cortex: especifiques, que es troben densament agragades en les capes IV i 11} i
inespecifiques, que es dispersen al [larg de totes les capes del cortex, en especial la
I i VI. Les aferencies especifiques, provinents dels nuclis de relleu sensorials s’accep-
ta unanimement que acaben en la capa IV i part inferior de la Il del cortex sensitiu
(Jacobson et al 1975; Jones et al 1976). Aquest fet no vol dir que les cél.lules gra- .
nuloses de la capa |V siguin les Gniques receptores sindé que, tal com ja suggeria
Lorente de N6 (1934) i aitres han corroborat (White 1979, 1981; Jones 1981), s’es-
tableixen contactes amb les dentrites apicals i basals de totes les cel.lules de les capes
Il a VI quan travessen la capa IV. Pel que fa a les aferéncies inespecifiques hi ha
un grau major de confusid, probablement degut al fet que es considera el tilem com
una unitat. Aix(i, diversos autors refereixen larribada d’aferéncies directes del
“talem’ a la capa VI o a I'unié de la V-VI en el cortex visual del gat (Le Vay etal
1976; Jones et al 1976), en la capa V del cortex motor (Jacobson et al 1975) o
en la capa | del cortex visual de la rata (Parnavelas et al 1981). Killackey et al
(1973) i sobre tot Herkenham (1980)injectant selectivament diferents nuclis tala-
mics distingeixen 4 regions amb un patré propi d’arribada al cortex:

a) Els nuclis sensorials ho fan en les capes 111-1V del cortex sensitiu.

b) Els nuclis intralaminars arriben fins a les capes V i V| de tot el neocortex.
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c) Els nuclis ventromedial i geniculat medial, part magnocel.lular, s’extenen difo-
sament per la capa [.

d) El darrer grup el formen els nuclis que projectena la capali a mésa una de les
altres capes, la qual varia segons la regi6 del cortex. Per exemple el nucli ventro-
lateral envia aferéncies a la capa | i a la VI d'una ampla area del cortex, i a més

en la regi6 del cortex motor ho faa la capa V.

— EI terg inferior és de projeccié extracortical. La capa V ddéna origen als feixos
corticostriat, corticortbric, corticotalamic (intralaminar), corticobulbar i corticos-
pinal i corticotectal, en aquest ordre de fora a dins. La capa VI envia massivament
eferéncies als nuclis de refleu talamics.

Es pot dir, doncs, que cada lamina del cortex representa una agregacié de
somas de cel.lules piramidals els axons de les quals projecten al mateix lloc cortical o
subcortical (Jones 1981).

C. Organitzacié vertical o columnar

En els darrers anys s’ha fet palés que junt amb aquesta disposicié cél.lular en
lamines horitzontals existia en el cortex mamifer algun tipus d’organitzaci6 vertical.
La primera observacio en aquest sentit la devem a Lorente de N6 que ja al 1938 ho
feia notar basant-se en les evidéncies histologiques que li proporciona el metode de
Golgi. Aixf, deia: ‘““Des del punt de vista funcional el cortex és un sistema unitari
compost per cadenes verticals de neurones, entre les quals les més importants ana-
tomicament son aquélles que comencen a l'articulacio de les aferencies especifiques
(és a dir, la capa V) i de les cel.lules de la lamina externa.” Es evident que les dentri-
tes apicals de les cél.lules piramidals en travessar verticalment el cortex estableixen
contactes amb neurones de les capes superiors. A més interneurones de diferents
tipus (cél.lules en cistell ‘“Basket”, cél.lules amb doble arboritzacid dentritica de
Cajal, etc.) estableixen contactes de caracteristiques inhibitories o excitatories sobre
les cel.lules piramidals del mateix territori vertical (Colonnier 1981).

Histologicament, perd, aquesta estructura vertical o columnar no és tan
evident com I’horitzontal i la demostracié definitiva s’ha fet amb estudis electrofi-
siologics, iniciats per Mountcastle el 1957, Hubel i Wiesel (1962, 1963), Wiesel i
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Hubel (1963, 1965) i Asanuma (1975) i mitjangant el marcatge amb aminoacids i
sucres tritiats (Hubel i Wiesel 1969, 1972; Wiesel et al 1974; Le Vay et al 1978,
1981, en el cortex visual; Goldman i Nauta 1977, en el frontal). Mountcastle (1957)
registrant els potencials del cortex somatosensorial del gat va descobrir que en cada
penetracié vertical de I'electrode les cél.lules trobades responien a la mateixa modali-
tat sensorial i tenien el seu camp receptiu en la mateixa part de la periferia sensorial:
Wiesel i Hubel trobaren en el cortex visual del mico que, amb penetracions oblicua-
des al llarg de la capa |V I'electrode registrava primer una area que s’estimulava no-
més des d’un ull i seguidament un altra que només ho feia des del ull contralateral;
de forma alternativa i repetidament aques fenomen es produia a mesura que s’avan-
gava en la penetracié. Aquestes bandes verticals o columnes de dominancia ocular
tenen electrofisiologicament un gruix d’unes 400 micres. Mitjangant marcadors
axonals (aminoacids o sucres tritiats) es demostra de forma clara |'existéncia de
columnes de cortex visual de gruix comparable al citat i que es marquen en injectar
contrast en [’ull ipsilateral, intercalables amb altres que no es marquen i que corres-
ponen a projeccions del ull contralateral. El mateix succeeix en injectar el marcador
en el cortex frontal i observant la tincié en el cortex contralateral, configurant-se
bandes de un gruix entre 200-500 micres (Goldman i Nauta 1977).

L’estructura columnar de les aferéncies cortico-corticals, calloses i talem-
corticals s’ha demostrat amplament. Probablement en alguns punts aquestes colum-
nes aferents coincideixen amb columnes eferents les quals, pero, han estat menys
estudiades (Jones i Wise 1977; Jones 1981).

Les columnes es generen en dates diferents segons les arees estudiades

formant-se primer les asociatives frontals que les visuals (Goldman i Nauta 1977,
Rakic 1976).



—a
(O)N

1. DESENVOLUPAMENT DEL NEOCORTEX

Les neurones de la majoria d’estructures dels sistema nervios central es for-
men en zones germinals que estan lluny dels llocs definitius que ocuparan les cél.lu-
les en 'animal adult. Des de la fase de tub neural primitiu fins a la constitucié de-
finitiva del neocortex hi han diversos estadis en els quals tenen lloc processos de pro-
liferacio, migraci6 i diferenciacid cel.lular que han estat objecte de nombrosos estu-
dis des de I'epoca d’His fins a l'actualitat. Aspectes prou importants estan encara
subjectes a controversia actualment; per aixo aquest sera un recull i alhora un in-
tent de sintesi de conjunt.

A. Fase inicial - Tub neural
B. Formacio6 de les zones embrionaries basiques
C. Formacio del neocortex en la rata

D. Formacio del neocortex en I’home

A. Fase inicial - Tub neural

El tub neural consisteix Gnicament en un epiteli pseudoestratificat de cél-
lules germinals neuroepitelials en fases asincrones del cicle mitotic (Jacobson 1978).
L’estudi detallat d’aquestes ceél.lules amb microscopia optica i electronica, marcatge
amb timidina tritiada (Tim-H?) i medicions citofotometriques del DNA (Sauer i cols
1959) (Hicks i cols 1961) demostra que els seus nuclis no estan fixos sino.que es
mouen de dins a fora i de fora a dins del tub neural segons la fase del cicle cel.lular
en.que es trobin. D’acord amb la terminologia de Howard i Pelc (1953) per al cicle
del DNA, una vegada acomplerta la divisi6 mitotica la cel.lula té un lapsus d’espera
abans no s’inicia la sintesi del DNA.

Durant aquest periode inicial o fase G 1 la cél.lula comenga a desplagar-se
cap a fora, pero aquest moviment és més evident quan comenga la fase de sintesi del
DNA, durant la qual el nucli es va engruixint (fase S). Quan arriba quasi fins a la

part lateral del tub neural, torna cap a la superficie ventricular continuant incre-
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mentant la dimensié nuclear. Abans no s'inicia la mitosi hi ha un altre periode d’es-
pera (fase G 2) en la qual el nucli té una dotacié cromosdmica tetraploide. Aquesta
fase es a vegades dificil distingir-la de la profase (Hicks 1961) i es consideren juntes
sovint. Quan comenga la metafase la cel.lula perd I'ancoratge que tenia amb la paret
lateral del tub neural i el nucli es desplaga fins a la mateixa vora ventricular, es divi-
deix i torna a iniciar el cicle comengant a desplagar-se cap a fora.

Aquest fenomen, anomenat migracié nuclear intermitotica no és exclusiu
de les cel.lules germinals neuroepitelials, siné que es pot veure en una varietat de
teixits embrionaris amb forma de epiteli pseudostratificat (Sauer 1936, 1937; Zwaan
et al 1960).

Segons Jacobson (1978) aquest moviment a dins i a fora afavoriria que el
nucli entrés en contacte amb ‘‘factors citoplasmatics’ regionals diversos i aixi es
promogués una activitat genética concreta.

Una interpretacié alternativa és I'oferta per Sidman & Rakic (1973) indi-
cant que l'asincronia en el pas cel.lular a través dei cicle generacional serveix per a

garantir que tant el creixement dels procesos citoplasmics com la migracié cel.lular

es facil predominantment en un vector radial. Dit d’una altra forma, una cél.lula epi-

telial en fase S tardana retira el seu ancoratge extern a mesura qué es desplaca cap a
la superfl'éie ventricular i es divideix; en aquest moment alguna de les cel.lules
veines esta encara en la seva forma allargada de manera que dona una guia o pas
Gnic pel que cada cél.lula post-mitotica reestendra el seu procés citoplasmatic cap
a la superficie externa. Per a Hicks & D’Amato (1966) es tracta Gnicament de
I’organitzacid més economica que permet que en un espai relativament petit un gran
nombre de cél.lules es reprodueixin. En el sistema nervids la migracié nuclear inter-
mitotica només s’observa en la zona germinal de la capa ventricular i no es veu en
canvi en la zona subventricular (I’altra zona germinal del cervell).

Les diferentes fases del cicle del DNA i la velocitat de la migracié nuclear
intermitotica estan subjectes a variacions segons les espécies, zones del SNC i fase del
desenvolupament. En general son més llargues quan més avangat és el procés de
formacio.

El procés de migracidé nuclear intermitotica pot ésser aturat experimental-
ment amb farmacs que inhibeixen P'accié dels microfilaments cel.lulars contractils,
com la citocalasina B (Messier & Auclair 1974) o amb altres que inhibeixen la mitosi

com la colxicina (Waterson et al 1956) o el sulfat de vincristina (Langman et al
1966).
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A mesura que s’incrementa el nombre de cel.lules de la capa germinal,
comencen a disminuir les mitosis ja que una part de les cel.lules filles es queden en
fase G 1 o postmitotica, és a dir, no inicien un altre cop la sintesi de DNA icomencen

a preparar-se per a la migracié. Una altra part important de cel.lules filles repeteix,
pero, el cicle de nou.

B. Formacié de les zones embrionaries basiques

Durant la formacié del neocortex s’originen diverses capes en la paret de
la vesicula cerebral, la majoria transitories i diffcilment recognescibles en el cortex
adult (Sidman & Rakic 1973). No hi ha hagut unanimitat entre els diferents autors
per a designar i interpretar aquestes capes. En un intent d’unificar criteris i nomen-
clatura, integrant els nous coneixements adquirits, un grup d’investigadors va definir

en 1970 les segiients zones embrionaries basiques (Boulder Commitee):

— Capa Ventricular: és la zona interna i conté les cél.lules germinals ventricular. Es la
primera zona en desenvolupar-se i la que dona origen a totes les altres capes. Les se-
ves cel.lules substitueixen els anomenats anteriorment espongioblastos (precursors

glials) i a les cel.lules germinals (neuroblastos) en qué His dividia les cél.lules de la
capa germinal.

— Capa Marginal: La zona més externa, escassa en cél.lules i que no és envaida pels
nuclis de les cél.lules ventriculars durant el seu moviment nuclear intermitotic.
Al principi conté només els processos citoplasmics de les cel.lules germinals ventri-
culars (Jacobson 1978, Smart 1981).

— Capa Intermedia: Es desenvolupa entre les dues zones citades a mesura que les
joves neurones postmitotiques es mouen cap a fora i que axons aferents van creixent
entre les dues regions previes.
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— Capa Subventricular: és la zona transitoria en la unié de les zones ventricular i
intermeédia, i que conté una o més classes de cél.lules subventriculars proliferants que

donaran lloc a la macroglia i a varies classes especials de neurones.

— Placa Cortical: encara que no és definida propiament com a capa embrionaria es
descriu com una zona especifica situada en la unié de les capes marginals e interme-
dia, formada per cel.lules postmitotiques ventriculars migrades. Anira esgruixint-se

progressivament fins a donar lloc a les capes V1 a |l del cortex adult.

La divisié en aquestes quatre zones embrionaries basiques ha estat discutida
per alguns investigadors, especialment pel que fa referéncia al paper de la capa margi-
nal i a la formacid de la placa cortical. Marin-Padilla i cols (1970, 1971, 1972, 1978,
1982), Raedler i cols (1976, 1978, 1980), Konig i cols (1975, 1977) i Rickmann i
cols (1977) entre altres, en treballs experimentals en rates, gats i recentment en
I’embrié huma suggereixen que hi han dues transformacions importants que donen
lloc al desenvolupament del neocortex mamifer:

— La primera és 'arribada de fibres aferents a la vesfcula telencefilica primitiva,
seguit per' I'aparicié i maduracié entre aquestes fibres de neurones joves provinents
de la capa germinal o ventricular. Aquestes fibres corticipetals penetren la vesfcula
telencefalica externament i s’estenen per sota la superficie pial donant lloc a una
sunstancia blanca externa:amb: unes quantes neurones desenvolupant-se. Aquesta
primera lamina externa del cortex cerebral, considerada pel Boulder Commitee
com practicament desproveida de neurones (zona marginal de la clasificacié antiga)
la designa Marin-Padilla com la capa plexiforme primordial, i es forma en 'home en
la setena setmana de vida intrauterina, precedint la formacié de la placa cortical 1 a
3 setmanes (Marfn-Padilla 1982). En la rata Raedler & Raedler (1978) la descriuen
per primera vegada en el dia embrionari 13 (ED 13), mentre que la placa cortical no
s’endevinafins el dia embrionari 15 (ED 15) i no s’estableix bé fins ~ED 16-17.
Segons Marin-Padilla i cols (1982) la capa Plexiforme primordial del cortex cerebral
mamifer seria una organitzacid cortical primitiva funcionalment activa ja durant la
vida embrionaria precog i abans de 'aparicié de la placa cortical. L’existéncia d’una
organitzacié cortical primitiva formada per una substincia blanca externa (fibres
corticals) amb neurones disperses entre les fibres es compartit pels amfibis, réptils i
mamifers. (Marfn-Padilla, 1978).
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— L'altre fet que també estd en desacord amb els criteris del Boulder Commitee és
que la Placa Cortical apareix DINS de la capa plexiforme primordial (Marin-Padilla
1971-1978). La seva aparicié divideix per tant la capa plexiforme primordial en dos:
una capa plexiforme superficial (capa | o marginal del Boulder Commitee) i una capa
plexiforme profunda o capa VII (capa VI b de altres classificacions Konig et al 1977,
capa de neurones subcorticals segons Rickmann et al 1977). Aquesta segona trans-
formacié s’ha corroborat en estudis en humans (Larroche 1981). La capa | i la capa
VIl representen part d’aquesta organitzacio cortical primitiva i les seves interelacions
constitueixen la primera i Unica organitzacié funcional del cortex cerebral mami(fer
abans de la maduracid de la placa cortical. Les neurones de la capa VIl perdran pro-
gressivament les seves connexions amb la capa | a mesura que son substituides per
tipus similars de neurones provinents de la placa cortical (Marin-Padilla 1972). La
capa | en canvi, sembla mantenir la seva organitzacié plexiforme i els seus compo-
nents originals al llarg del curs del desenvolupament cortical.

Basant-se en aquestes observacions Marin-Padilla formula un concepte nou
respecte a 'origen del cortex cerebral mamifer (1978). Segons ell el neocortex dels
mamifers, incloent-hi I’'home, té un origen i naturalesa dual que ja es construeix, per
una part, amb dues lamines plexiformes primitives (capa | i capa VIl) derivades de
I’organitzécié cortical primordial (premamifera), i per I'altra, amb una lamina nova,
en expansio, que creix entre les dues capes prévies i que representa realment la carac-
teristica distintiva del neocortex mamifer, la Placa Cortical, la qual donara lloc pro-

gressivament a les capes VI, V, 1V, 111 i [ respectivament.

C. Formaci6 del neocortex en la rata

A la llum d’aquesta nova concepcié Readler i cols (1976, 1978, 1980)
treballant amb embrions de rata i fent servir microscopi electronic i autoradiografia
amb timidina tritiada (Tim H?®) descriuen detalladament els pasos en la formacié

del neocortex, que en resum son els segiients:

— Fins al dia embrionari 13 (ED 13) la paret lateral de la vesicula telencefalica con-
sisteix exclusivament en cel.lules ventriculars orientades radialment i arranjades en

unes poques rengleres formant un epiteli pseudostratificat: la capa ventricular.
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Aquesta zona és comu a totes les parts del sistema nervidos central en formacid i
representa la zona de proliferacié que donara lloc a totes les cel.lules, tant neurones
com macroglia.

Les cel.lules ventriculars es caracteritzen per:

— Un nucli de forma allargada a fusiforme amb grumolls de cromatina.

— Un citoplasma bipolar que dona un procés basal unit a la superficie
ventricular i un procés apical que arriba fins a la membrana basal pial
on s'implanta mitjangant un peu gruixut de forma triangular; aquests
peus només s'observen amb microscopi fins al ED 13.

— Ultraestructuralment (UE) el citoplasma té ribosomes abundants,molt

poc reticle endoplasmic arrugat, alguna mitocondria i un complexe de
Goldi.

En aquesta fase del desenvolupament I'anomenada zona marginal és un
area sense cel.lules situada sota la membrana basal pial, i per alguns autors (Jacob-
son, 1978; Smart, 1982; Raedler, 1978) esta formada per els processos apicals de les
cél.lules ventriculars. Finsa ED 11-ED 13 la capa ventricular es caracteritza per estar
en estadi proliferatiu (Estadi | de Raedler, 1978), és a dir, que cada divisié mitotica
déna lloc a dues cel.lules filles que continuaran dividint-se i incrementant la super-
ffcie de la paret neural. A partir d’ED 11-ED 13 la capa ventricular comenga a pre-
sentar una proliferacié i diferenciacié sincroniques, és a dir, que alguna de les cél.lu-
les filles migra cap a la membrana pial i comenga a diferenciar-se, mentre que l'altra
torna cap a la superficie ventricular per a iniciar un nou cicle mitotic (Estadi 11 de
Raedler, 1978). En aquest moment en qué es preparen per a migrar les neurones jo-
ves perden el seu procés basal i apical (Raedler et al 1978).

C. 1. Capa plexiforme primordial

En ED 13 les primeres cel.lules ventriculars filles comencen a migrar cap a
dalt i a diferenciar-se per a formar una capa especifica: la capa plexiforme primor-
dial, que no és plenament superposable a la capa marginal del Boulder Commitee
(1970). Aquesta capa esta constituida a més per feixos de fibres aferents, d’origen
en els centres subcorticals, probablement en tronc cerebral (locus coeruleus o subs-
tancia reticular, com a suggerit recentment Marin-Padilla, 1982, ja que pel que fa

a I'home, els nuclis basals sén encara prou immadurs i el cos callés encara no esta
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format). Aquestes feixos de fibres horitzontals es troben en quasi tota la circum-
feréncia de la paret neural i estableixen contactes amb les escasses cél.lules que apa-
reixen en aquesta capa, induint, potser, la seva diferenciacié (Marin-Padilla, 1982).
Aquestes cél.lules son clarament diferents de les cél.lules ventriculars i sén de varis
tipus:

— Cél.lules horitzontals de Cajal-Retzius, situades en el ter¢ superior de la
capa plexiforme primordial. Tenen un nucli horitzontal amb grumolls
de cromatina i un pericarion bipolar també horitzontal, amb nombroses
mitocondries, complexes de Golgi, microttbuls i reticle endoplasmatic
granular. Aquestes cel.lules continuen diferenciant-se i mantenint el
seu avangat grau de maduracié comparat amb les altres neurones del
neocdrtex. Amb timidina tritiada (Tim H3) es demostra que s'originen

. probablement en ED 11 i que el seu pic de produccié s'atanga en ED 13
disminuint a partir de ED 15 i no podent detectar-se |'aparicié de noves
cel.lules de Cajal-Retzius en ED 17. S6n per tant les primeres preneu-
rones del neocortex a apareixer i diferenciar-se.

~ Preneurones amb nucli clar, rodd i gran pericirion. Poden observar-se

_en la meitat inferior de la capa plexiforme primordial en ED 15, amb
signes ultraestructurals de maduracié relativament avangats. Amb
Tim-H3 es veu que es formen en ED 12 i que de ED 15 a ED 17 aniran
a situar-se sota la placa cortical bipolar, formant la capa Vil.

— Cel.lules de nucli polimorf i fosc, amb grumolls cromatfnics, nombrosos
ribosomes i poc reticle endoplasmic arrugat, amb aspecte indiferenciat.
Es poden veure també en ED 13 i el seu desti és menys clar.

La capa plexiforme creix considerablement entre ED 13 i ED 15, quasi tri-
plicant-se en amplada, amb un creixement lineal, aritmétic. En ED 15 la capa
plexiforme primordial comprén el 40 o/o aproximadament del gruix total de la paret
cerebral. En aquest moment el seu aspecte és molt semblant a la capa plexiforme
primordial de les espécies premamiferes. Pel que fa al procés de maduracié s’observa
un gradient de FORA a DINS, és a dir, les primeres a completar el procés sén les més

externes i seguidament les més internes.
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C.2. Placa cortical

Entre ED 15 i ED 17 apareix un nou compartiment cel.lular que és carac-
teristic dels mamifers: la PLACA CORTICAL, que posteriorment donara origen a la
majoria de neurones de les capes VI a Il. La placa cortical creix al mig de la capa
plexiforme primordial, dividint-la en una part superior o capa | (o marginal) i una
inferior, la futura capa VIl i la capa intermedia. El fet de que la piaca cortical es

desenvolupa dins de la placa primordial plexiforme queda provat segons Raedler i
cols (1980) per:

a) El gruix de la placa plexiforme primordial, que en ED 15 és molt més
gran (99 um) que el de la capa | en ED 16 (31 um), del que sembla
inferir-se que hi ha d’haver algun altre element a dins apart de la capa
VIl de minim volum.

b) La preséncia de cél.lules marcades amb Tim-H? en ED 12 a ED 15 per
damunt i sota perd no a dins de la placa cortical (Ferrer 1981, Raedler
etal 1978, 1980).

c), L'observacié de I'inici de la sinaptogénesi en aquestes dues regions
abans que en la placa cortical (Molliver et al 1973).

Les cél.lules de Ia placa cortical estan orientades perpendicularment a la
superficie cortical i empaquetades densament, amb espais internuclears e inter-
cel.lulars molt petits. Tenen nuclis ovals verticals, grans i clars. El seu aspecte bi-
polar, amb un procés basal i apical, les fa molt sembiants a les cel.lules ventriculars,
tret del fet de tenir un nucli més oval i menys densitat electronica en tenir la croma-
tina més dispersa (Raedler 1978). (Figura 1).

Amb Tim-H? es revela que la majoria de preneurones que formen la placa
cortical no s'originen abans de ED 15, i que nombroses cél.lules nascudes aquest
dia en la capa ventricular arriben a la placa cortical en menys de 48 hores, al menys
a I'inici (Hicks & D’Amato, 1968; Raedler 1978). Quan més tard ocorre aixd en la
neurogénesi més triguen a recorrer aquesta distancia, i aixo és encara més evident
en els primats, incloent-hi I'home, on pel major gruix de la paret neural, fa distan-
cia a travessar és més gran.

També amb Tim-H? s’observa que a les parts més profundes de la placa cor-

tical hi van a parar les neurones originades abans, mentre que les més superficials
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seran ocupades per les preneurones que més tard abandonen la capa ventricular.

La placa cortical incrementa el seu gruix rapidament, amb una curva de
creixement exponencial, que contrasta amb la curva de creixement més lineal
de la capa plexiforme primordial (Raedler, 1980).

El procés de diferenciacié no s'inicia immediatament després de deixar la
capa ventricular tal com succeeix en les cel.lules de la capa primordial plexiforme.
Al contrari, les cel.lules de la placa cortical sén al principi, com s’ha dit, molt sem-
blants a les de la capa ventricular, i amb estudis amb Tim-H3 es veu que semblen
romandre immodificades durant un considerable espai de temps després d’arribar a
aquesta capa. Quan aquestes preneurones de la placa cortical comencen a madurar
el seu aspecte canvia considerablement, adquirint uns nuclis rodons, més pal.lids,
un o més nucleols indiferenciats, abundant citoplasma pericarial, amb perdua de la
forma bipolar tipica i amb espais intercel.lulars més amples, sense arranjament radial
definit. Al voltant del ED 18 - ED 20 es limita una part interna o multipolar anome-
nada Subplaca cortical (Krist i Molliver 1976), més diferenciada i amb cel.lules
d’origen més antic, com es suggereig amb el marcatge amb timidina tritiada. Tant
pel que fa al dia d’origen com al de I'inici de la diferenciacid, les cél.lules de la placa
cortical segueixen un gradient DINS - FORA (Inside-out). Aquest darrer fet és una-
nimement acceptat i comprovat en diverse especies.

Marin- Padilla et al (1982) en demostrar que totes les neurones joves de la
placa cortical del cortex huma embrionari (motor), per immadures que siguin, con-
necten promptament a través de la dentrita apical amb la capa |, especula que aques-
ta conexid pot tenir una importancia decisiva perquée les neurones immadures de la
placa cortical comencin a diferenciar-se. ,

L’arribada de més preneurones indiferenciades originades en la capa ven-
tricular fins al dia.embrionari 21 (ED 21) causa un increment continuat en el gruix
de la placa cortical bipolar fins a aquest dia. Des de llavors fins al tercer dia de vida
postnatal el gruix d’aquesta capa roman constant degut a I’equilibri arribada-diferen-

‘ciacid, i a partir dels dies 10 a 14 de vida postnatal és dificilment recognoscible una
placa cortical bipolar tipica.
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C.3. Capes Subventricular i intermeédia

La capa intermédia es desenvolupa al costat de la part inferior de fa capa
primordial plexiforme i inicialment conté feixos de fibres i les preneurones de la ca-
pa VI, al voltant de ED 16. Després de formar-se la placa cortical la capa interme-
dia —que després del naixement es tranformara en substancia blanca—~ és utilitzada
predominantment per feixos de fibres corticipetals i corticofugals en nombres crei-
xents i que es col.loquen en el seu Ifmit inferior, el que és tipic de les parts filogene-
ticament més joves del sistema nerviés central, al contrari de les més velles com la
capa pleixiforme primordial i la medul.la espinal.

La capa intermedia té uns espais intercel.lulars amplis, i junt amb les pre-
neurones bipolars que migren cap a la placa cortical (nucli oval amb I'eix major
orientat radialment, Berry i Rogers 1965), el tipus cel.lular predominant és una
cél.lula indiferenciada amb petit nucli polimorf fosc, semblant al que es pot veure en
la capa | i en la capa subventricular i la placa cortical al final de la gestacié. Ultraes-
tructuralment s'assemblen a les cel.lules ventriculars treta I'orientacié radial del
pericarion: i I'aspecte fusiforme del nucli de les darreres.

La capasubventricular queda definida en ED 17 i es diferencia de la capa
ventricular per la pérdua de I'arranjament radial de les seves cél.lules i per ’incre-
ment dels espais intercelulars degut a I’increment de I'espai intercel.lular i al creixe-
ment de feixos de fibres entre els pericarions. Les cel.lules d'aquesta capa tenen
nuclis polimorfs foscos, amb citoplasma indiferenciat, semblants a les de la capa
intermedia. La separacié entre les capes intermedia i subventricular i entre la capa
intermédia i la placa cortical no esti ben definida. (Fig. 1 ).

'La capa subventricular passa d’un gruix inicial en ED 17 de 158 um a un de
125 um en el naixement. Algunes de les seves cel.lules es demostra que tenen activi-
tat mitotica i constitueixen la segona capa germinal. Els seus nuclis no presenten
migracié intermitotica nuclear com es tipic de la capa ventricular.

La capa ventricular fins a ED 16 augmenta considerablement de gruix
coincidint amb la formacié de la capa primordial plexiforme. {Figura. 1 ). A partir
de llavors el gruix de la capa ventricular disminueix dramaticament minvant el nom-
bre de mitosis, degut a:

1) la formaci6 de la capa subventricular

2) la translocacié de cel.lules ventriculars postmitotiques a la placa corti-

cal. La capa ventricular es tranformara postnataiment en |’epéndim.
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D. Formacid del neocortex en I’home

L'ontogenesi prenatal del neocortex huma segueix el mateix programa
que les regions homologues del cortex cerebral en altres mamifers, perd cal tenir
en compte la duracié més prolongada del perfode de gestacié en I'home i el vast
increment del nombre de neurones en el cortex cerebral humi (Jacobson, 1978).
Sidman & Rakic en 1973 publicaren una revisio de les fases del desenvolupament
de I’escorga humana. Sén cinc:

— Estadi I: Formacié inicial de la placa cortical {Setmana 7 a 10). Les cél.lules
postmitotiques migren cap a fora per a formar un nou acimul celular en la unié de
la zona intermeédia i marginal. S'inicia la placa neocortical que tindra diverses cél.lu-
les de profunditat al final d’aquest estadi.

— Estadi Il: Condensaci6é primaria de la placa cortical (Setmana 10 a 11). Es fa més
compacta, augmenta en gruix i es delimita bé. Les neurones sén encara immadures i
poques semblen migrar en aquesta fase. La capa intermédia va adquirint més fibres,
algunes d’origen talimic, moltes arriben fins a la placa cortical.

— Estadi 111: Placa cortical bilaminada (Setmana 11 a 13). De ser uniforme i compac-
ta es tranforma en dues parts, una externa meés immadura i una interna més diferen-
ciada. Es produeix una segona ona migratoria que es més prolongada.

— Estadi IV: Condensaci6 secundaria (13 a 15 setmana). La capa ventricular dismi-
nueix de gruix perqué un gran percentatge de les seves cel.lules migren i un nombre
menor continua multiplicant-se. La capa subventricular contipua present. La placa
cortical es torna un altre cop homogeénia i sembla una versié engruixida de |’estadi
II. Relativament poques neurones entren en la placa cortical, pel que es diferencia
clarament de la zona intermedia. Moltes neurones que s‘han de situar en les parts
més altes de la placa cortical no han'passat encara la capa intermedia, que ja té més
de S mm.

~ Estadi V: Maduraci6é cortical (Setmana 16 a perfode postnatal). Cap a la setmana
20 no es veu proliferacié quasi en la capa ventricular. Moltes neurones generades
abans de la 16 setmana encara no han arribat a la placa cortical. L.a capa subventri-
cular persisteix produint cél.lules que'es transformaran en neurones petites i mitja-

nes i macroglia.
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E. Etapa Postnatal

En el nad6 de la rata s’observen clarament tres capes en el cortex: la mar-
ginal que continua estable des de la seva formacio la placa cortical bipolar i la placa
cortical multipolar o subplaca cortical de Kristt i Molliver (1976). Considerarem
alguns aspectes del desenvolupament postnatal preco¢ normal basant-nos en els tre-
balls de Eayrs i Goodhes {(1959), Fox et al {1966), Lorente de N6 (1922) Novack et
al (1961) i Ferrer (1978), amb el métode de Golgi.

En el dia postnatal 4 (PD 4) s’observa un major desenvolupament de les
neurones de la placa subplaca cortical:

— En la placa cortical encara que persisteixen els elements fusiformes, son més escas-
sos i s'observen piramides petites més superficials i piramides mitjanes més profun-
des, amb ramificacié de la dendrita apical. Els axons tenen colaterals escasses tan en
la part més profunda de la placa cortical com en la subplaca cortical. Apareixen ja
ara diverses neurones estelades en la placa cortical, les quals tenen un citoplasma
aproximadament poligonal i dendrites escasses amb cantons arrosariats.

— En la subplaca cortical les piramides son més grans, amb les dendrites apicals di-
rigides cap a la capa |, i dendrites basals amb ramificacions secundaries curtes que
neixen normalment d’un engruiximent de la dendrita primaria. Aquestes ramifica-
cions secundaries també s'observen en les parts iniciais de la dendrita apical. Els
axons donen col.laterals amb un llarg trajecte ascendent, descendent o oblicuat.
Es poden veure també neurones amb ax6 ascendent , i el Ifmit de la placa i la sub-
placa corticals neurones amb doble arboritzacié dendritica, poc evidents encara, amb
ax6 rapidament ramificat en una densa arboritzacié vertical. En la part profunda de
la subplaca cortical es veuen diversos tipus cel.lulars: piramides poc i ben desenvolu-
pades, piramides amb dendrites horitzontals sense procés apical, elements de tipus

fusiforme amb curtes branques basilars o amb processos dendritics oposats i verti-
cals.
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En el dia postnatal 7 es veu una placa cortical amb una zona més super-
ficial amb cel.lules empaquetades densament i una zona profunda que té separa-
cions intercel.lulars més grans.

La subplaca cortical queda estructurada en una capa superficial de pira-
mides grans i una capa profunda polimorfa. En aquest estadi el cortex és semblant
al de I'adult si s’examina amb tincié de Nissl, veient-se:

— la capa marginal
— lescapes Il i Il que no es poden diferenciar entre s{
— lescapes !V, ViVl

La placa cortical dona lloc a les capes Il, 1, IV i la subplaca cortical a la
ViVvL

La capa lI-11l encara té algunes neurones bipolars, perd la poblacié majori-
taria esta constituida per petites piramides en la capa superficial, i piramides mitja-
nes en la profunda. Les petites tenen una dendrita apical ramificada normalment
prop del seu naixement i que arriba a la capa marginal. Les dendrites basals sén poc
ramificades i els axons donen diverses col.laterals en angle recte ascendent o descen-
dents, mentre baixen per les capes més profundes (especialment la capa V) per a
entrar en la substancia blanca. Les piramides mitjanes, més profundes, tenen dendri-
tes apicals de caracteristiques semblants. En aquesta capa i en la segiient (capa V)
s’observen neurones estelades de tipus diversos, unes més grans, amb ramificacions
dendritiques més llargues i axd horitzontal amb branques llargues, ascendents,
desdencents o curtes amb ramificacions en la mateixa capa, i altres més petites
amb branques dendritiques curtes i un axd ramificat precogment dirigit a les zones
veines.

En la capa 1V, junt amb les neurones estelades s’observen neurones amb
doble ramell dendritic en la part superior i inferior. L'axé és horitzontal, ripidament
dividit en branques de trajecte estrictament vertical. A més es veuen algunes pirami-
des i alguna neurona aillada d’axé ascendent.

En la capa V el tipus predominant es la piramide gran, ara ja ben desenvo-
lupada. Les dentrites apicals, que arriben a la capa |, tenen branques secundaries i
terciaries, igual com les dendrites basals. Es troba un nombre considerable de botons
sinaptics. Els axons son descendents amb col.laterals en angle recte i branques ascen-
dents, descendents o oblicuades. La part distal de I'ax6 pot atravessar la substancia

blanca per engruixir-la o penetrar en els ganglis basals. S’observa un nombre consi-
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derable de neurones amb ax0 ascendent.

En la capa VI es troben diversos tipus neuronals: piramides menys desen-
volupades amb dendrites apicals arrosariades i poques dendrites basals; piramides
més madures amb la dendrita apical amb dues ramificacions terminals; altres amb
arbres dendritics no polars, horitzontals o descendents i axd ascendent o descendent,
curt o llarg; finalment neurones fusiformes amb una dendrita dirigida cap a baix sen-
se branques.

A partir del dia 10 només cal assenyalar I'increment progresiu de botons si-
naptics en totes les dendrites del cortex, abans les profundes que les superficials, i

I'increment progressiu del plexe supercifial (capes I-111).

F. Origen postnatal de diverses neurones

Algunes neurones continuen originant-se després del naixement. En el ratol{
(Mus musculus) s’observa neurogénesi postnatal en els llocs segiients (Altman i Das
1965 a, b, 1966, 1969 a, b: Das i Altman 1970; Jacobson 1978):

— Fascia dentata de 'hipocamp: ED 10 a PD 20.

— Nuclis del tronc cerebral: ED 10 finsa PD 15

— Cel.lules granuloses del cortex cerebelés: ED 17 a PD 15.
— Nucli accumbens i caudat.

— Bulb olfactori.

Hinds (1968) va demostrat inicialment una durada de la neurogénesi des de
ED 18 fins a PD 20 en el bulb olfactori. Més recentment s’ha vist que les neurones de
la mucosa olfactoria —les cel.lules receptores en el nas que senten les olors i transme-
ten potencials d’accid vers el bulb olfactori— s’originen cada 30 dies durant tota la
vida, essent doncs I'Gnic lloc del sistema nerviés central mamifer on aquest feno-

men succeeix (Easter 1984).
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1il. MIGRACIO NEURONAL

Una propietat fonamental del sistema nervids central en formacié és que
cap de I’enorme nombre de neurones que constitueixen el neocortex mamifer és
originada dins de la mateixa placa cortical, siné que sén produides en llocs distants,
les zones proliferatives o germinals a prop de la superficie ventricular {zona ventri-
cular o matriu al principi exclusivament, capa ventricular i subventricular a la meitat
del procés i zona subventricular al final del perfode proliferatiu, Rakic 1981). Per
arribar als seus llocs de destf han de migrar, per tant, una distancia considerable. En-
cara avui es desconeix el mecanisme (ntim per el qual les preneurones poden despla-
car-se, com poden atravessar amb exit I’eixam tan gran de feixos de fibres i cél.lules
fins arribar al seu lloc en la placa cortical, i finalment quina és ['utilitat d’aquest des-
plagament.

El punt de vista classic respecte a l"origen i desenvolupament del neocortex
mamifer es deriva dels treballs dels grans investigadors Ramén y Cajal (1911), His
(1904), Koelliker (1896). Retzius (1891) i Vignal (1888). En resum, es considerava
que totes les neurones s'originaven en la zona proliferativa (zona matriu) periventri-
cular i que progressivament migraven cap a la placa cortical, la qual era ef primordi
de totes les neurones i laminacions futures del neocortex. Possiblement Vignal
(1888) va ésser el primer a suggerir que la maduraci6 de les neurones de la placa
cortical comengava en la seva part inferior i anava progressant de forma ascendent.
Tilney (1933} proposa més tard que en I’ontogénesi cortical tenien {loc tres ones
diferents de migracié de neurones, i que cada una d’elles donaria origen a capes
corticals especifiques. Suggeria que les capes 11, Il es desenvolupaven de la primera
ona, la capa IV de la segona i les capes V i VI de la tercera i darrera. Fins a 1961
aquesta va ésser la teoria dominant. Aquest any Angevine i Sidman, amb la publi-
cacié de les seves investigacions van canviar aquest concepte, demostrant que mar-
cant amb timidina tritiada de forma correlativa diversos embrions de rata d’edats
éreixents, s’observava que les preneurones més joves anaven a situar-se per sobre de
flurs precedessors, de manera que les més veiles eren les més profundes i les més joves
quedaven situades a les capes més externes. La placa cortical creixia doncs per
P’addicié progressiva de joves neurones a la seva part més externa.

Aquest gradient de migracié va denominar-se DINS-FORA (Inside-out) i
va ésser corroborat per altres investigadors i en diferents animals (Berry i Rogers
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1965; Angevine 1965; Sidman 1970; Sidman i Rakic 1973; Rakic 1974, 1975,
1981). Aviat van confirmar-se a més les observacions de Vignal (1888) veient-se
que la seqiiencia basica de maduraci6 era també Dins-Fora, essent la capa VI la pri-
mera a formar-se i madurar, i progressivament les capes V, VI, Il, [I. Astrom (1967)
és I"anic que creu que hi pot haver una excepci6é, com és la maduracid més precog
de les cel.lules piramidals de la capa |V que les de la capa V conclusié que es despren
del seu treball en fetus d’ovella. Aquest punt no ha estat motiu d’atencid per altres
autors. L'origen de la capa 1 i VII (VI b) no va ser considerat fins als treballs de
Marin-Padilla als 1971, 1972 i especialment fins als del mateix Marin-Padilla als
1978 i 1982 ide Raedler 1978 i 1980, i ja han estat tractats anteriorment.

En el cas de la capa plexiforme primordial, tant per el moment d’aparicid
com per el grau de maduraci6 se segueix un gradient Fora-Dins (outside-in), és a dir,
que primer apareixen i maduren les cel.lules horitzontals de Cajal-Retzius de la futu-
ra capa l, i després fan el mateix les cel.lules estrellades de la incipient capa VII.

Un aspecte fonamental del fenomen de la migracié és com poden les pre-
neurones joves arribar al seu punt de desti sense extraviar-se en el maremagnum del
cervell en formacié. Aquest punt ha estat treballat especialment per Rakic (1981)
entre altres (Morest 1970). Alguns autors, Morest principalment, suggereixen que no
hi ha de fet una veritable migl:acié cel.lular sind més bé una migracidé nuclear, és a
dir, un moviment del nucli dins del seu cilindre citoplasmic, el qual continua ancorat
amb les seves prolongacions apical i basal a la superficie pial i ventricular respectiva-
ment al llarg de tot el desenvolupament del cortex per atrofiar-se després. Aquesta
hipotesi, que ja va ésser refusada per Ramén y Cajal (citat per Siman & Rakic 1973),
no acaba d’explicar com l'increment de la llargaria de la via migratoria que té lloc en
el cervell en expansié no s'acompanya d’un allargament de les cél.lules migratories,

- la llargaria de les quals és sempre una fraccié de la longitud total a recérrer.

Una explicacié diferent va ésser suggerida per Rakic (1972, 78, 81), Sidman
& Rakic 73, Schmechel i Rakic 1979 a, b. Aquests autors fan veure que en qualsevol
estadi embrionari el creixement i desenvolupament neuronal es fa predominantment
al llarg d’un eix radial que s'estén des de la cavitat ventricular fins a la periferia. Al
principi |”’orientaci i guia 'ofereix 'epiteli columnar pseudoestratificat de les cel.lu-
les ventriculars. Més tard aquest paper el poden fer les cél.lules giials immadures ifo

els procesos de les neurones préviament generades, pero en les fases més tardanes ho
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fan els procesos extraordinariament allargats de les cél.lules glials radials, el perica-
rion de les quals esta a prop del ventricle, arribant el seu procés a implantar-se amb
un peu ramificat en la zona subpial.

Tecniques sofisticades, fent servir anticossos contra la proteina fibrilar aci-
da glial han demostrat que es tracta de veritables fibres glials (Levitt i Rakic 1980).

Amb microscopi electronic Rakic (1971, 1972) va descriure que les cél.lu-
les que migren estan en contfnua relacié amb les fibres glials radials, a través de les
quals poden arribar al seu lloc de desti en el cortex. Aquestes fibres glials estan or-
ganitzades habitualment en fascicles que consisteixen en un o dos processos glials,
les prolongacions de ies neurones bipolars migrant i possiblement axons aferents o
eferents. Diverses neurones, en succesid, es mouen al mateix temps al llarg d’una fi-
bra glial. Es desconeix si la guia glial indica a la neurona el moment en que ha arribat
al seu lloc en la placa cortical. Els agregats de cél.lules alineades al llarg d'un fascicle
radial en la placa cortical s'anomenen ‘‘mini-columnes” (Mountcastle 1979). En el
telencefal del mico el nombre d’unitats proliferatives en la zona ventricular és molt
semblant al nombre de columnes en la placa cortical, i per tanta cada unitat proli-
ferativa correspon una columna. Aix0d es creu que és degut a la migracié seqﬁencibal
de moltes generacions de neurones, totes les quals han arribat al voltant del mateix
fascicle glial provinents d’una Gnica unitat proliferativa. Per tant les guies glials mini-
mitzen la quantitat d’informacié genetica necessitada per les neurones per arribar
al seu lloc correcte en el mapa de I’escorga cerebral (Rakic 1981).

En el telencefal mamifer les fibres glials radials només existeixen durant el
desenvolupament del neocortex. Una vegada acomplert aquest, inicien un nou cicle
mitdtic (ja que la seva reproduccid resta aturada durant la migracié neuronal) i es
transforman en astrocits fibrilars o protoplasmics (Ramén y Cajal 1911, Schmechel
i Rakic 1979).

L’fndex de migracié cel.lular varia segons les espécies, zones i fase del de-
senvolupament. En la rata Hicks i D’Amato (1968) demostren que en ED 14-ED 18
les neurones joves triguen unes 48 hores a arribar a la placa cortical i ho fan totes
sincronicament. En canvi entre ED 19 - ED 21 empren de 3 a 10 dies per arribar a
la superficie. En el mico, Rakic (1975) demostra que entre ED 40 - ED 50 les neu-

rones joves arriben a la placa cortical quasi sincronicament i de forma rapida: menys

.

de 3 dies des de !'Gitima divisié cel.lular. En canvi la majoria de cel.lules generades
entre ED 80 i ED 85 requereixen d’una a més de dues setmanes per arribar al seu



33

desti, el qual és d’una durada moit més llarga del que podriem esperar per la llar-
garia del camia recérrer.

L'index de migracié neuronal pot variar des de 10 um/dia a 100 um/dia
en dues regions telencefaliques veines (Nowakoski i Rakic 1980) pel que es creu que
el mecanisme que determina I’fndex de migracié és genétic (Rakic 1977).

El fenomen de la migraci6é ofereix algun avantatge al desenvolupament dei
sistema nervids central, com és ara:

La construccié del neocdrtex pot fer-se reduint considerablement la in-
formacié genética necessaria.

La redistribucié d’'un nombre tan gran de neurones durant la seva for-
macié déna oportunitats per a establir relacions essencials i contactes
clau que determinaran les coordinades radials i tangencials de cada neu-
rona. Aquests contactes poden fer-se entre les neurones d’una mateixa
columna o bé entre les aferencies talamiques que s’acumulen en un mo-
ment determinat sota la placa cortical i a través de les quals han de mi-
grar les neurones joves.

El gradient Dins-Fora afavoreix aquests contactes en tenir les neurones
més tardanament generades que sobrepassar les més antigues. Per altra
part, aquest fet afavoreix que les joves neurones, col.locades en la part
més externa, disposin de prou espai per a diferenciar-se (Raedler et al,
1980).

El descobriment per Mountcastle (1957) de I’estructura columnar del
cortex i de la seva importancia funcional déna peu a suggerir que la mi-
gracié d’una unitat proliferativa ventricular mitjangant una Gnica fibra
glial radial, junt amb el fenomen del gradient Dins-Fora, permeten la
construccié i I'establiment de contactes entre les cel.lules de la colum-
na (Rakic 81).

Per a Marin-Padilla (1982) I'explicacié més adient del gradient de mi-
gracié Dins-Fora, basant-se en els seus treballs sobre la capa marginal, i
la precocitat amb que les preneurones de la placa cortical estableixen
contactes amb ella, seria I'afavorir la connexidé de les neurones més
joves amb la capa | mitjangant la dendrita apical. Aquest contacte
seria clau per que la neurona comencés a diferenciar-se. Una vegada
establert aquest contacte altres neurones més joves podrien passar
sobre les seves predecessores i fer el mateix sense cap obstacle.
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IV. DESENVOLUPAMENT | MIGRACIO EN L'HIPOCAMP 1 NUCLIS BASALS.
IV. a. HIPOCAMP

1. Desenvolupament de I'hipocamp

L’hipocamp i la regié que I’envolta (part del subiculum, presubiculum, para-
subiculum i cortex entorrinal) constitueixen les regions filogéneticament més anti-
gues del telencefal. Per la seva facilitat d’identificacio i senzillesa estructural ha estat
ben estudiat, tan quant a les caracteristiques histologiques (Ramoén y Cajal 1911,
Lorente de N& 1933, 1934) com a la seva histogénesi i morfogénesi en diverses espe-
cies (Hinds 1922, Filimonoff 1947, Macchi 1951, Bayer i Altman 1974, Schlessinger
et al 1975, Stanfiel i Cowan 1979). L'aplicacié de la radiografia amb timidina tritia-
da ha ampliat el coneixement dels processos de migracié neuronal en aquesta part
del cervell (Angevine 1965, Altman i Das 1965, 1966, Schiessinger- et al 1978). Una
modificacié d’aquesta técnica, el marcatge progressivament retardat (Bayer i Altman
1974) que permet el marcatge de quasi totes les neurones estudiades, ha estat em-
prada per Bayer (1980 a, b) obtenint els resultats més detallats fins a I’actualitat so-
bre la neurogenesi i morfogenesi de la regié hipocampica de la rata.

La regié hipocampica s’origina del neuroepiteli dels ventricles laterals en
dos punts veins i faciilment recognoscibles en ED 16. L’un es troba a la paret dorso-
medial i donara lloc a una part del subiculum, banya d’Ammon y gyrus dentatus.
L’altre es troba en la paret dorsoposterior i originara el cortex entorrinal i el para i
presubiculum. .

Les neurones de tota la regi6 s'originen sobreposadament en els dies ED 15
fins ED 19 principalment, tret de les de la capa granulosa de la fascia dentata, la ma-
joria de les quals son d’origen postnatal. Aix{ durant ED 15 a ED 17 es generen les
neurones del cortex entorrinal, en ED 16 a ED 17 les del rudiment hipocampic (in-
dusem griseum i tenia tecta) en ED 15 a ED 17 les cél.lules grosses del stratum
oriens, radiatum i lacunosum-moleculare de la banya d’Ammon, ED 153 ED 19 les
cel.lules de I'hili dentat i capa molecular del gyrus dentatus, en ED 16 a ED 19 el
para i presubiculum, en ED 17 a ED 19 les cél.lules piramidas de la banya d’Ammon
i finalment les cél.lules granuloses de la fascia dentata comencen a originar-se en ED
17, continuant fins a PD 18, generant-se encara un 10 o/o de les neurones més
tard d’aquest dia, abans del naixement.



36

Cortex entorrinal és un tipus de cortex transitori, constituit per 6 capes de caracte-
ristiques diferents a les del neocdrtex. La capa | o plexiforme externa és semblant,
la capa Il conté els cossos cel.lulars de grans neurones estrellades agrupades en illes
en la part més lateral i separades de la capa Il per una zona pobra en ctl.lules que és
menys evident en la part medial. La capa il conté piramides de dimensié mitjana
{capa de piramides superficials de Lorente de N6 1923). La capa IV es una zona cel-
lular poc densa (lamina disecans) en la qual es troben algunes cél.lules de tipus pira-
midal disperses (capa piramidal profunda de Lorente de N&). La capa V {capa de
piramides petites amb ax4 recurrent, idem) i VI {capa de cél.lules polimorfes, Loren-
te de NG) contenen cél.lules més grosses en la part lateral que en fa medial. A prop
de la. substancia blanca es troben cél.lules horitzontals de dimensié mitjana (Bayer
1980 a, b).

Durant el desenvolupament del cortex entorrinal les cél.lules de la part més
lateral maduren abans i graduaiment ho fan les demés en direccié medial, de forma
semblant al neocortex. S'observa I'aparicié d'una placa cortical sota la capa plexi-
forme externa {capa I} en la part lateral de I'area entorrinal ED 17,ien ED 18 ja és
present en la part medial. En ED 19 la placa cortical es bifurca en una part central
pobra de cé!.fuies {la futura capa 1V} envoltada per una zona superior i una inferior
riques en cel.lules. En ED 20 la placa cortical s'ha incrementat de dimensions i en.
ED 21 no es distingueix transitoriament la capa 1V, probablement degut a la quanti-
tat de cel.lules migrats que conté (Bayer 1980 b). Es comencen a veure illots de
cel.lules {capa 11). En ED 22 s’afegeixen cél.lules a la capa V, la capa Il és grossa i
densament empaquetada i les capes IV i V-VI son ja diferenciables. Encara s’obser-
ven cél.lules fusiformes orientades radiaiment en les capes V-VI i [V finsa ED 22
indicant que encara hi han neurones rhigrant cap el cortex. La maduraci6 del cortex
entorrinal segueix també un gradient Fora-Dins com el neocortex tret de la capa (11
que s’expansiona clarament després que la 1. Les neurones de la placa corticai que
es generan més tard ho fan en ED 18 perd la maduracié de la placa és lenta.

Para i presubiculum: en ED 18 i ED 19 1a placa cortical es corba bruscament en di-
reccié anterior. En ED 20 la bifurcacié de la placa cortical deixa de progressar en
direccié medial, assenyalant els Iimits del cortex entorrinal, podent-se identificar
en aques dies el cortex adjacent com pre i parasubiculum. Fins ED 22 no es distin-
geixen les cel.lules superficials en aquesta zona.
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Subiculum i Banya d’Ammon: el subiculum és una capa de cel.lules piramidals
difusa sota una ampla molecular. La capa de cel.lules més profundes en el comple-
Xe subicular es generen entre ED 15 i1 ED 17 i ja es veuen en ED 18 en el seu lloc,
mentre que la capa piramidal continua engruixint-se en ED 19-20, el que es relaciona
amb l'origen més tarda d’aquestes cel.lules superficials.

En la banya d’Ammon el stratum pyramidale no es fa pales fins a ED 21 §
continua engruixint-se fins a PD 1. El creixement més important es produeix entre
ED 18-19. Els estratesoriens, radiatum i lacunosum-moleculare contenen una pobla-
cid de ctl.lules grans i mitjanes disperses. Totes les cel.lules son generades simulta-
niament al llarg de tota la banya d’Ammon i de les tres capes (ED 15-17), prou
abans que les cel.lules del stratum pyramidale.

Gyrus dentatus: es compon d’un hili format per cel.lules piramidals i polimorfes pe-
tites en la base de la capa granular i la capa molecular on es troben cél.lules granulo-
ses mitjanes superficials a la capa granular que se situa entre les altres dues. Les cel-
lules de I'hili i de la capa molecular s’originen abans (ED 15-19) que les cél.lules gra-
nuloses de la cascia dentata. La porcié. més externa de la capa granular apareix en els
dos extrems dels gyrus dentat en ED 20, mentre que la part més interna es veu en PD
1 i es desenvolupa fins als nivells adults rapidament.

2. Gradients de migracié en la regié hipocampica

Les neurones joves migren des del neuroepiteli fins als llocs definitius
seguint, també en aquesta regid, les guies de les cél.lules glials radials (Nowakoski i
Rakic 1979). Bayer (1980 a) ha estat capag de descriure tres gradients neurogené-
tics:

a) Dins-Fora, b) Rinic a dentat, ¢) “Sandwich”

— Gradient Dins-Fora: en totes les estructures hipocampiques es veu una
tendéncia a que les cel.lules més profundes {és a dir, les situades més
prop de la substancia blanca) s’originen abans que les més superficials.
Per exemple, les ceél.lules de les capes V-VI del cortex entorrinal es
generen abans que les de les capes l1-1li-1V, com ho fan les cel.lules

profundes del para i presubiculum abans que les de les capes superfi-
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cials. Les neurones del stratum oriens son generades abans que les dels
stratum pyramidale en la banya d’Ammon i les mateixes cel.lules
piramidals tenen un gradient Dins-Fora entre sf. Les cél.lules de I'hili
del gyrus dentatus es generen abans que les de la capa granular.
Gradients de les cél.lules granulars de [a fascia dentata: les cél.lules
granulars tenen un llarg temps de generacio, com és tipic de poblacions
formades per matrius germinals secundaries, com ja s'ha descrit en la
neurogenesi postnatal. Les cél.lules que donaran lloc a la capa granular
migren des del neuroepiteli prop de la zona de la ffmbria fins al primor-
di dels gyrus dentatus, establint una nova zona germinal (Bayer i Alt-
man 1974; Schlessinger et al 1975; Bayer 1980 b) que roman activa fins
al PD 18 o més tard (Altman i Das 1965; Bayer i Altman 1974; Kaplan
i Hinds 1977). Les cel.lules granulars immadures migren radialment des
de P'hili i s’acumulen en la capa granular, apilades en ordre de la més
vella fora, la més jove dins, configurant un gradient Fora-Dins al llarg de
tota la capa granular durant tot el seu desenvolupament.

Gradient Rinic-Dentat: en cada estructura de la regid les cél.lules més
properes a la fisura rinica comencen a generar-se abans que les que s6n
meés a la vora del gyrus dentatus. Per exemple, en cada capa del cortex
entorrinal les cél.lules més laterals (més “riniques’) s’originen abans
que les més medials (més ‘‘dentades”), la lamina superficial del para-
subiculum abans que la del presubiculum, les cel.lules de la banya
d’Ammon en la seva part CA 1 abans que les de la regié CA 3, etc. En-
tre les diverses estructures també s'observa aquest gradient: el cortex
entorrinal s'origina abans que el subiculum, aquest abans que la banya
d’Ammon, etc.

Gradients en “Sandwich’’: en algunes estructures les cel.lules originades
més tardanament semblen envoltar-se superficial i profundament per les
originades abans. Per exemple en el cortex entorrinal les capes 11 i IV
precedeixen l'origen de la capa |ll; les cél.lules piramidals de la banya
d’Ammon sén formades després que les dels stratum oriens i radiatum.
El mateix passa amb les cel.lules granulars del gyrus dentatus, les quals
es formen molt més tard que les de l'hili i la capa molecular. Si hom
accepta que les capes | i VII tenen un origen més precog¢ que la placa
cortical, en el neocortex també s’observa inicialment aquest gradient
(Marin-Padilla 1972).
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IV.b. ESTRIAT
1. Desenvolupament de I'Estriat

El neoestriat o complexe caudat-putamen- és un derivat telencefalic que
s'origina també de la zona germinal ventricular i subventricular. En els carnivors
i primats el caudat i el putamen estan clarament diferenciats 'un de I’altre macrosco-
picament, passant entre tots dos la capsula interna ben estructurada. En els altres
mamifers aquesta separacié no és clara i es parla més acuradamentde caudat-putamen
o neostriat senzillament.

El desenvolupament del neoestriat ha estat estudiat en ratolins (Mus mus-
culus, “mause’’), rates,conills i micos per diversos autors {Smart i Sturrock 1979,
Sturrock 1980, Fentress et al 1981, Tennyson et al 1972, Brand i Rakic 1979, Difi-
glia et al 1980). En el ratolf i la rata el procés és equiparable (Fentress et al 1981) i
es poden distingir els passos segiients: ,

En ED 12 es comenga a veure el seu primordi, perd en ED 14 poden obser-
var-se tres zones clarament diferenciades:

— La zona ventricular, amb el seu caracteristic neuroepiteli pseudoestra-

tificat amb gran nombre de mitosis les quals tenen I'eix del seu fus

1
3

mitotic perpendicular a la superficie lliure ventricular.

— La zona subventricular, sota de I'anterior, conté cel.lules relativament
petites, densament empaquetades i que en molts llocs estan separades
entre si per zones acel.lulars que es creu que poden correspondre a capi-
lars o a processos glials radials semblants als descrits en altres parts del
sistema nervids central perd que en el neostriat no arriben a la superfi-
cie pial (Smart i Sturrock 1979). Els fusos mitdtics en la zona subven-
tricular no estan orientats en cap direccié i la part més externa de la
capa té menor densitat mitotica.

— El primordi neostriat , la part més lateral. El limit que els separa de la
capa subventricular esta poc diferenciat, existint una zona de transicié
constituida per cel.lules postmitotiques menys empaquetades, més
grans i rodones que les cel.lules de la part interna de la capa subventri-
cular i sense cap figura mitotica. Les cél.lules del neostriat incipient sén
també ovals o rodones, amb un gran nucli clar, més d’un nucleol i amb

separacions intercel.lulars més grans encara.
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Un aspecte molt notori es la preséncia de dos elevacions prominents que es
projecten cap el ventricle lateral i que s’han anomenat eminencies ganglidniques
ventriculars o més comunament crestes ventriculars, ja que no tan sols donen lloc als
ganglis basals sind que també tenen cel.lules destinades a I'amigdala, el nucli accum-
bens septi, el tubércul olfactori i possiblement el claustre (Brand i Rakic 1979).
Aquesta estructura és transitdria i consisteix en un agregat de cél.lules matrius proli-
feratives que pot ésser dividit inicialment en els mamifers en una cresta lateral i una
medial que comencen a fondre's caudalment i perden la seva separaci6 en ED 16.

En ED 17 l'estriat apareix com una gran tumefaccié que ocupa la majoria
de la paret externa del ventricle lateral. L'area que conté les neurones estriades
postmitdtiques s'ha expansionat considerablement, perd encara es poden reconéixer
les tres capes, essent encara la zona subventricular un lloc actiu de proliferaci6 cel.lu-

lar.

Entre ED 17 i el dia de gestacid s’observen dos canvis obvis:

a) Un marcat increment del volum del estriat (degut tant al increment del
nombre de cel.lules com a 'invasié per fibres cortico-subcorticals i ta-
lem-corticals que el travessen, sense delimitar clarament una capsula
interna).

b) La desaparicié de la major part de la zona subventricular. Mentre en
ED 17 ocupa quasi la meitat de Pestriat en el dia del naixement queda
reduida a una estreta banda lateral al revestiment ependimari, la anti-

ga zona ventricular. Pot observar-se ocasionaiment alguna cél.lula amb
activitat mitotica encara.

Amb timidina tritiada es veu que les primeres cél.lules de I’estriat es mar-
quen entre els dies embrionaris 10 (ED 10) i 11 (ED 11) (Sidman i Angevine 1962;
Angevine i Mc Conell 1974; Smart i Sturrock 1979), pero el pic de la seva produccié
té lloc en ED 14 (Fentress et al 1981) encara que fins a PD 1 (dia postnatal) conti-
nua la generacid de neurones (Sturrock 1980).

Entre ED 14 i ED 17 la gran majoria de cel.lules marcades, si s’examinen
els fetus entre dues i 48 hores després, es troben en la capa ventricular i subventricu-
far. En PD1, en canvi, només es pot detectar ocasionalment alguna cel.lula marcada
i tan sols en la molt reduida zona subventricular. Fentress i cols (1981) creuen que
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una proporcid considerable de I'activitat mitotica que té lloc en les zones ventricular
i subventricular entre els dies ED 12 i ED 15 és destinada a engruixir la poblacié de
cél.lules germinals en aquestes dues regions, i que no és finsa ED 16 que la majoria
de cél.lules en divisié donen lloc a neurones postmitotiques o cel.lules glials.

Segons Sturrock (1980) en ED 13 es comencen a identificar ja neurones jo-
ves, cél.lules macroglials joves i microglia, pero no és fins a ED 16 quan hi ha un
nombre suficientment gran de cél.lules diferenciades per a poder fer contatges dife-
rencials. Aixf, segons aquest autor, I'index glia/neurona es aproximadament de 6 a 1
en ED 16 i ED 17, i disminueix dramaticament fins al naixement, moment en que
s'atansa la relacié adulta de de 0.5 a 1, degut probablement a la migracié glial a al-
tres punts de la zona, com la substancia blanca.

Els processos astrocitaris s’identifiquen amb microscopi electronic ja en
ED 15, perd no es poden identificar clarament astocits fins al naixement. Els oligo-
dendrocits es veuen per primer cop en PD 5 i el seu nombre s’incrementa fins a PD
90.

En PD 5 totes les neurones apareixen ja clarament diferenciades distingint-
se grosso modo un tipus de dimensié més gran i un de dimensié mitjana (més abaix
és considerat aquest punt). Amb Tim-H? es comprova que la generacié de les neuro-
nes\mitjanes comenga en ED 141 dura fins al final de la neurogénesis, mentre que
les de dimensid gran s’'originen exclusivament durant els 3 a 4 primers dies i la ma-
joria no es marquen més tard de ED 14.

En el mico rhesus Brand i Rakic (1979) també confirmaren que les neuro-
nes grans s'originen abans que les petites {ED 36a ED 45 i ED 36 a ED 80 respecti-
vament).

Finalment Fentress et al (1981) varen observar que la poblacié neuronal
en l'estriat de la rata experimenta entre el quart i vuite dia de vida postnatal una
perdua cel.lular de P'ordre del 25 ofo, apreciant-se un nombre important de neu-
rones degenerades amb nucli dens i picnotic i amb poc o sense ditoplasma.
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2. Estructura del neoestriat

En les rates i ratolins, i de forma comparable els altres mamifers (Chro-
nister et al 1976, Fentress et al 1981; Sturrock 1980; Brand i Rakic 1979), 'estriat
adult esta format per un agregat de neurones de dimensié mitja que constitueixen
més del 95 ofo del total, i que es troben sovint agrupades en acGmuls de 10 a 30 cel-
lules. En els rosegadors, feixos de fibres talem-corticals i cortico-subcorticals separen
aquests agragats en alguns llocs (sense formar una clara capsula interna com els car-
nivors). Disperses per tot el neoestriat es troben a més neurones de dimensié gran i
que constitueixen el 3 o/o aproximadament del total. Tenen un citoplasma més
gran i major densitat de material de Nissl. Ja que sovint en el sistema nervids les
neurones grans son les primeres a formar-se (per exemple en diencefal - Angevine
1970; area septal Creps 1974; bulb olfactori - Hinds 1968) i que en aquestes estruc-
tures son cel.lules eferents, mentre que les petites sén generalment neurones locals,
es va especular que les neurones grans, incloent-hiles de I'estriat, eren invariablement
neurones de projeccié. Bunney i Aghajanian (1976) entre altres han demostrat que
aixo no és cert, i que en I’estriat concretament la majoria de neurones petites es pro-
jecten a altres zones, mentre que les grans constitueixen sovint circuits locals coli-
nergics (Fentress et al 1981).

3. Tipus cel.lulars

Estudis en el mico adult (Difiglia et al 1976, 1982), rata (Dimova 1980),
gat (Kemp 1968) entre aitres animals i ’'home (Braak et al 1982) amb métode de
Golgi i microscopi electronic, han permes descriure cinc tipus neuronals en I’estriat,

que, encara que no coincideixen segons els autors, es poden resumir en els segiients:

~ Tipus | (“Spiny 1”): cél.lula mitjana, plena d’espines dendritiques,
ax6 amb moltes col.laterals, abséncia d’espines en el soma neuronal i
en les parts proximals de les dendrites. Es el tipus neuronal més fre-
qiient (aproximadament un 95 o/o en el gat; Kemp 1968). Sén proba-
blement inhibitories (Difiglia 1980) i reben aferéncies massives de la

substancia negra, nuclis del rafe, locus coeruleus, nuclis intralaminars



43

del tilem i cortex telencefilic (vs. Braak et al 1982). Els seus axons arri-
ben fins al palid i la substincia negra. '

— Tipus Ul (Spiny 1”): céllula mitjana a gran, dendrites embolicades,
espines menys abundants, presents en soma i parts dendritiques pro-
ximals, el que els dona la seva caracterfstica diferencial. La presencia
d’espines en el soma és compartit per les neurones d’estructures filoge-
néticament velles (cfs. Braak et al 1982),

— Tipus [l cel.lula gran, multipolar, amb escassisimes espines i poques
dendrites, d’aspecte molt semblant a les grans neurones del palid. No
tenen una correspondéncia clara amb la classificacié de Difiglia (1976)
en el mico. Els axons d’aquestes cel.lules deixen ’estriat.

— Tipus 1V: cél.lules grans, les més freqiients de la seva dimensi6, sense
espines, pericario i ax6, dendrites abundants i tortuoses. Axd ramifi-
cat a la vora del soma. Probablement equivalent al “Aspiny-11" de
Difiglia (1976).

— Tipus V (“Aspiny-111""): cél.lules petites a mitjanes, sense espines, amb
més d’un axé que es ramifica rapidament i poques dendrites. Probable-
ment les neurones tipus IV i V son interneurones i participen en circuits
locals. Dades recents (Aronin et al 1983) suggereixen que aquests ti-
pus neuronals poden ésser alterats sefectivament per malalties com la
corea de Hungtington, on aquests autors han demostrat una afectacié
prepoderant de les neurones amb espines, romanent inalterades les aspi-
noses, especialment les de dimensié mitja (tipus V ?) que es marquen
amb detectors immunologics de somatostina.

Durant el desenvolupament de les neurones sense espines poden transi-
toriament tenir espines que van perdent progressivament durant el seu
creixement postnatal (Difiglia et al 1980).

4, Migracio en I'estriat

Des dels seus llocs d’origen les futures neurones de I’estriat migren més o
menys radialment cap a fora (Fentress-et al 1981). Aixi com en moltes altres zones
del sistema nervids central s'observaven gradients neurogeneétics temporospaials clars

(és a dir, que la posici6 de les neurones en una estructura concreta esta relacionada
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sistematicament amb la seva data d'origen) aixd és més discutit en el neostriat. Brand
i Rakic (1979) en el mico Rhesus no van poder demostrar cap tipus de grandient,
adduint com a possible explicacié el gran tamany de la zona proliferativa i la relativa
proximitat del punt de desti. Smart i Sturrock (1979) o Sturrock (1980) van trobar,
en canvi, en el ratoli un gradient tant lateromedial com caudo-rostral, és a dir que
encara que podien observar-se neurones de qualsevol edat disperses per tot 'estriat, i
que no existia un patré de produccié neuronal en capes definides, la majoria de les
neurones generades abans es colocaven caudal i lateraiment, mentre que les origina-
des més tard es trobaven rostromedials.

Fentress et al (1981) en un estudi detallat, demostren tant en la rata com
en el ratolf, tres gradients de generacié: de caudal a rostral, de ventral a dorsal i de
lateral a medial. Aixd no vol dir que existeixin ones de migracié definides des de la
regié caudo-ventro-lateral fins a la rostro-dorso-medial sind que a mesura que es va
formant I'estriat la majoria de les cél.lules marcades es troben al llarg de les direc-
cions citades.

La dispersié de neurones de diferents edats en |'estriat, a diferéncia del cor-
tex cerebral i cerebelds, podria ésser deguda en part a la pérdua precog de les fibres
glials radials (Sturrock 1980) presents en el cortex cerebelds i cerebral fins més tard
(Rakic 1971, 1972, 1977).

Un fet remarcable és la preséncia d’actimuls de cel.lules marcades amb timi-
dina tritiada en l'estriat del mico rhesus (Brand i Rakic 1979) i que es creu compa-
rable a la troballa de illes de fluorescéncia dopamingrgica en el conill (Tennyson et
al, 1973} i compatible amb dades e!ectrofisiolbgiques experimentals en el gat (Marco
et al 1973; Tennyson et al 1973) que suggereixen que aquests acGmuls de ['estriat

poden ser unitats estructurals i funcionals, semblants a les columnes i capes del neo-
cortex (Brand i Rakic 1979).

IV. c. GLOBUS PALID
1. Origen i desenvolupament del globus palid

El globus palid s’origina d’una protuberancia orientada longitudinaiment si-
tuada en la superficie ventricular del diencéfal, la qual donara lloc a la part lateral
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i medial del palid i al nucli subtalamic, amb una seqgiiéncia rostro-caudal. El telen-
cefal que esta en expansié continuada embolica i capta algunes parts del diencefal,
de forma que queda situat en una posicid molt propera al putamen, en primer lloc
la part lateral i després la part medial. Aquest fenomen no es considera migracid
veritable siné més bé deformacions tisulars grosses per moviments de cel.lules en
massa i no una respecte a I'altra (Sidman i Rakic 1973).

[V d. TALEM
1. Desenvolupament del talem.

El talem, com la resta del diencéfal, s’origina de la zona germinativa o ma-
triu que envolta el tercer ventricle. La complexitat estructural def talem fa diffcil
I'estudi de la seva histogenesis i prova d’aixo és I'existencia en la literatura de diver-
ses subdivisions nuclears, la discussié sobre la preséncia o no de determinants gra-
dients de formacid en els seus elements, o la consideracié d’alguns nuclis com perte-
neixents al talem o a I'estriat (nucli entopeduncular) segons és tractat per uns o
altres autors. (Angevine 1970, Lund i Mastari 1977, Mc Allister i Das 1977, Aitman i
Bayer 1979, a, b, ¢).

L'estudi més acurat, fent servir estudis radiografics amb timidina tritiada
injectada durant dos dies seguits en periodes escollits, amb el que s’aconsegueix
marcar quasi totes les neurones estudiades, és el d’Altman i Bayer 1979, a, b, i c.
Aquests autors descriuen en ED 14 la preséncia de cinc lobuls en el neuroepiteli
del tercer ventricle. Aquests lbbuls donaran lloc a determinats grups nuclears tala-
mics i hipotalamics.

— Ellobul superior té dues parts:
a) De la primera s‘origina I'epitilem o gangli de I’'habénula, amb la seva
part medial i lateral. La seva histogenesi és la de durada més llarga del
talem.
b) De la segona sorgeixen els nuclis del tilem medial (antigament in-
closos en el concepte de talem dorsal).

La majoria d’elements del talem i I’epitilem tenen {ntimes connexions
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amb el sistema Iimbic i es suggereix el nom de talem I{mbic per aquestes
dues estructures. En el talem medial es troben els nuclis anteroventral,
anteromedial i anterodorsal, mediodorsal i nuclis de linia mitja.

— EI lobul dorsal dona lloc al talem dorsal, en el que es troben els nuclis
de relleu, més laterals i els nuclis intralaminars, medials. Es reconeixen
dues ones migratories: quan la primera ja ha acabat i els nuclis de relleu
hi son formats minimament (ED 17), encara s’en veu una altra que es
creu que donara origen als nuclis intralaminars.

— EIl lobul mig, per sota, déna lloc al talem ventral amb una part inferior
(nucli reticular) i posterior (nuclis subtalamic, geniculat lateral part
ventral, zona incerta). També es reconeixen dues ones migratories. La
primera en ED 15, déna lloc al nucli reticular, L'altra es veu clarament
un o dos dies més tard i dona lloc al cos geniculat lateral, part ventral.
La resta de components és d’origen més dubtds.

— Els lobuls ventral i inferior donen lloc a estructures hipotalamiques.

En els primats és notable I'aparici6 d’un nou grup nuclear, el pulvinar,
que correspon probablément al nucli lateral posterior desenvolupat, i al que alguns
autors (Diamond i Hall 1969) descarreguen de les funcions de nucli de relleu classic
per a donar-li un paper en algunes funcions associatives. Sidman i Rakic (1973) de-

mostren que aquest nucli s’origina de I’eminencia ganglidnica telencefalica.

2. Gradients de formacié en el tilem

Angevine (1970) va suggerir per primera vegada I'existéncia d'un gradient
de migraci6 Fora-Dins propi per a totes les estructures nuclears. Aquest 'gradient
neurogeneétic, al contrari del descrit en el cortex cerebral, déna lloc primer a les es-
tructures més periféeriques, situades fluny del ventricle, i després a les més properes.
En el talem, peré,i degut a la seva complexitat s’ha de precisar més i parlar d’un gra-

dient internuclear i d’un gradient intranuclear, tots dos presents (Altman i Bayer
1979).
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Gradients internuclears:

Angevine (1970) va reconéixer 3 gradients de formaci6 internuclears en el
talem: ventrodorsal, claudorostral i lateromedial. Altman i Bayer (1979, a) demos-
tren que no es pot generalitzar aquesta regla a tot el talem i que, encara que existei-
xin estructures laterals d’origen precog (nucli reticular), ventrals (zona incerta) i cau-
dals (nucli posterior) s’observen contradiccions entre 'origen precog¢ del gangli habe-
nular lateral, per exemple, i l'origen tarda de la part lateral del nucli dorsomedial,
o bé entre els nuclis reuniens i romboidal (on es veu una inversié del gradient ventro
dorsal) o finalment entra I’area pretectal i el nucli lateral, part posterior (inversi del
gradient caudo rostral).

Gradients intranuclears:

En el talem dorsal (nuclis de relleu sensitiu) només s’observa un gradient
caudo-rostral entre el geniculat medial i el lateral dorsal, aix{ com en la part poste-
rior i anterior del nucli lateral.

En el talem ventral es troba:

— Un gradient laterodorsal-medioventral en el nucli subtalamic.

— Un gradient lateromedial en el nucli reticular

— Un gradient lateromedial en el cos geniculat lateral part ventral. No és

definible cap gradient en la zona incerta.

En P'epitalem es veu un clar gradient lateromedial, tant en el nucli habe-
nular com en el medial. Altres autors com Mc. Allister i Das (1977) no troben en
canvi cap gradient intranuclear epitalamic, i la resta de dades dificilment concorden
amb les exposades per Altman i Bayer (1979 a, b, c).

3. Divisio citogenética del talem

Altman i Bayer (1979 b) basant-se en els seus estudis suggereixen que es
poden distingir cinc zones en el talem, d’acord amb la durada del perfode de forma-

ci6 i la preséncia de gradients internuclears i intranuclears. Per a ells, estructures amb
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temps de generacio semblants provenen de matrius germinals comuns o relacionades.
Tenint en compte tabé la data (prompte o tard) de generacié i les caracteristiques

estructurals i funcionals proposen els grups seguents:

— EPITALEM. Temps de generacié prolongada (de ED 13 a ED 16 el nu-
cli lateral i de ED 15 a ED 20 el medial). Gradient definit lateromedial
intra e internuclear. Contactes amb sistema |fmbic i paral.lelisme pel
que fa al seu prolongat periode degeneracié amb I’hipotalem.

— TALEM VENTRAL. Temps de generacid lent (tres dies, des de ED 13
a ED 15). S’inclou al nucli reticular, el geniculat lateral part ventral, la
zona incerta i el subtalem. Gradient laterodorsal-medioventral internu-
clear. Funcions dubtoses, probablement motores.

— TALEM DORSAL. El subdivideixen en
Nuclis de relleu: generats després del talem ventral i durant només dos
dies (ED 14 - ED 15), perd la majoria s’origina en un sol dia (60-800/0)
No tenen gradients recognoscibles facilment. Son nuclis de projeccié
cortical. S’inclou el geniculat medial, geniculat lateral part dorsal i els

.complexes ventrobasal, ventrolateral i el nucli lateral part superior i
posterior.
Nuclis intralaminars: s’originen després, en ED 15 a 16 tambéen1a?2
dies. Funcions d’activacié “inespecifica’ cortical. El formen els nuclis
centromedia,parafascicular i central lateral.

— TALEM MEDIAL

‘Nuclis rostromedials: es generen després dels sistema intralaminar en

ED 15-16. Inclouen als nuclis anteroventral, anteromitjal, anterodorsal,

mediodorsal i paraventricular part posterior. Tret del darrer, poden

ésser considerats com un sistema de relleu del sistema [fmbic.

Nuclis de linia mitja: es el grup que es forma més tard (si s’exclou el nucli
habenular medial) (ED 16-17). Conté els nuclis romboid, reuniens.,

partenial i paraventricular part anterior. Es desconeixen les seves fun-

cions. S’observa un gradient internuclear lateromedial.
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V. MODELS D’ALTERACIO DE LA MIGRACIO CEL.LULAR

El procés de migracio gracies al qual les neurones joves es desplacen des de
les zones germinals prop dels ventricles als llocs de desti és complex i no ben com-
prés, com ha quedat manifest més amunt. L’estudi de les alteracions del patrd nor-

~mal de migracié pot aportar més informaci6 sobre el seu mecanisme intim. Es inte-
ressant de comentar les seguents:

V. a. — Alteracions no induides: Mutacié “REELER"”
V. b. — Alteracions provocades experimentalment:

1. Metilazoximetanol (MAM).

2. Grabinosid de citosina.

3. 6-Hidroxidopamina.

4. Metil-mercuri.

5. Congelacié per contacte.

6. Radiacions ionitzants (Rx).

V.a. MUTACIO “REELER”

Aquesta és una soca de ratolins descrita inicialment per Falconer en I'any

1951, que presenta una alteracié de la marxa, amb ataxia, postures distoniques i tre-

molor que es transmet hereditariament de forma autosomica recessiva. L.'anomalia
' responsable dels simptomes és una malposicié de les neurones en el cerebel, que a
més esta disminuit en volum global.

El fet més interessant és, pero, que la diferéncia de les altres sis mutacions
corticals conegudes en rates les quals solament afecten al cerebel, el “reeler” presen-
ta també una mal posicié sistematica de les neurones de tot el cortex cerebral,
(Cavines i Rakic 1978) i junt amb aixd la majoria de les neurones corticals semblen
estar preservades, no produint-se la degeneracié i perdua cel.lular propia dels altres
tipus. Aquest fet déna peu a un estudi dels mecanismes de la migracié i de I'impor-
tancia de la posicié neuronal relativa en el cortex com a determinant de la seva
forma histologica i de les seves connexions. '
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El “reeler” adult té un neocortex amb un gruix semblant al normal pero en
el qual només es poden reconéixer 4 capes que de fora a dins son les seglients: una
externa formada per cel.lules polimorfes, una capa de grans cél.lules piramidals per
sota, un altra de cél.lules estelades i una darrera capa de petites i mitjanes cél.lules
piramidals barrejades entre sf i no separables (Caviness et al 1973, Caviness i Rakic
1978). La capa marginal o capa | del cortex normal sembla no estar present en el
“reeler”. La simple observacié de I‘estructura mutant suggereix que d’alguna mane-
ra, les capes del cortex normal semblen haver estat posades al revés, és a dir, les ca-
pes que en el ‘“‘reeler’”’ son més superficials corresponen a les més profundes del
normal i viceversa. El marcatge amb timidina tritiada dels embrions de “reeler’ en
dates apropiades confirma encara més aquesta impressié (Caviness et al 1973). Les
neurones de la capa polimorfa o externa del ‘“‘reeler” s‘originen al mateix temps i
en llocs semblants que les de la futura capa VI del ratoli normal. El mateix succeix
amb les altres capes. A més les neurones es desplacen des de la zona ventricular fins
a la placa cortical adherint-se a les guies radials glials amb una migracié indistingi-
ble del normal. En el “‘reeler” per0, les neurones que han arribat a la part més exter-
na de la placa cortical no sén desplagades cap a baix per ones posteriors de cél.lules
més joves, siné que per alglin motiu aquestes darreres queden situades per sota de
les anteriors, de forma que una determinada capa gueda cada cop més allunyada de
la superficie ventricular, al contrari del que passa én el cortex normal, on les succe-
sives generacions neuronals desplacen a les profunditats les neurones formades més
precogment (Caviness i cols, 1973, 1978, 1982; Pinto-Lord i cols 1982).

L’estudi detallat de I’histogenesi del cortex del “reeler’” aporta dades inte-
ressants. Aix{ com en el cortex normal en formacié les diferents onades de neuro-
nes marcades amb Tim-H® semblen no barrejar-se gaire entre si, en el “reeler’” aques-
ta diferenciacié segons la data d’origen no es respecta tant.

— Les zones embrionaries basiques en el “reeler” fins al ED 11 son iguals
que en el normal pero es modifiquen a partir de ED 13, presentant
una superplaca cortical que es la capa més externa, amb neurones
postmigratories que donaran lloc a la capa polimorfa i que seria equiva-
lent a la subplaca cortical del normal; una placa cortical superior e
inferior dividida per una zona plexiforme intermedia.

— La forma cel.lular: els principals tipus neuronals normals estan represen-

tats en el neocortex del ‘“‘reeler”’ (Caviness 1982) i cada tipus cel.lular
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€s generat sincronicament amb les corresponents dels animals normals.
Es frequent, perd, l'observacidé de algunes aberracions en I'arboritzacié
dendritica o en ['alienacié de algunes cél.lules piramidals que poden
estar invertides completament.

Es notable que malgrat les anomalies en la seva situacié en el cortex
les neurones tinguin una forma normal, el que fa pensar que I'apari-
ci6 dels principals atributs de cada tipus cel.lular (piramidal, estelat,
etc.) no depén del medi que envolta la cel.lula postmigratoria, sin6
que probablement son condicionats ja abans de que les neurones jo-
ves inicien la migraci6 (Caviness 1982).

— Tampoc el patré de connexions sembla alterar-se extremadament. Les
neurones reben i emeten contactes trans-callosos i talem-corticals, enca-
ra que seguint trajectes diferents degut a la malposicié cel.lular. Aixd
suggereix que no és Gnicament la posici6 que una neurona ocupa en
el cortex el que determina les aferéncies que rebra. Estudis electrofisio-
logics del cortex visual del “‘reeler” demostren que les respostes cor-
ticals son essencialment normals (cfs Caviness 1982).

La causa d'aquesta malposicié resta inaclarida, encara que algunes
hipotesis suggereixen alteracions en I’adhesivitat cel.lular.

Recentment Pinto-Lord et al (1982) han demostrat mitjangant estudis
amb microscopi electronic que en el “reeler’” les cel.lules postmigra-
tories tenen una superficie de contacte anormalment extensa amb les
fibres glials radials, malgrat haver arribat ja a la placa cortical. Aquesta
manca de separacio de les neurones postmigratories respecte de les guies
radials obstrueix el pas de les onades cel.lulars seglients, les quals per
forga han de situar-se en nivells més profunds. Aquest fenomen podia

explicar, doncs, 1a malposicié neuronal.

V.b. ALTERACIONS PROVOCADES EXPERIMENTALMENT
1. Alteracions induides pel metilazoximetanol (MAM)

L'acetat de metilazoximetanol (MAM) és I'ester sintétic d’un compost
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natural que es troba en les fulles i fruits de les plantes de la familia Cycadaceae.
Mentre estudiaven la seva carcinogenecitat, Spatz i Laquer (1968) observaren que
I’injeccié intraperitoneal en rates prenyades en el dia 15 de la gestacié produia-una
marcada reduccid en la dimensié del telencefal de la descendéncia. Aquest aprima-
ment cortical és degut a una disminucié del nombre de cel.lules que el MAM pro-
voca matant selectivament les cel.lules en mitosis, alquilant els acids nucleics i molt
especialment el DNA despolimeritzat (Matsumoto et al 1972). Aquest efecte toxic
és maxim al voltant de les dotze hores d’administracié i és de curta duracié (Johns-
ton i Coyle 1982). Amb aixo s’'aconsegueix una eliminacio selectiva de determi-
nats grups cel.lulars segons el moment en que s'injecta en el curs de la neurogenesi,
mentre que la poblacié mitotica no s’altera.

Des del seu descobriment el MAM s’ha fet servir per a I'estudi de la neuro-
genesi del cortex cerebral (Spatz i Laquer, 1968) (Haddad et al 1969) (Had'dad et
al 1976) (Johnston i Coyle 1979) (Ferrer et al 1982) {Fabregues 1983), cerebelds
(Jones et al 1973, Lowell i Jones 1980) i hipocampic (Shing 1980). Els canvis que
s’observen en el cortex cerebral quan s’injecta MAM el dia 15 de gestacié en la rata
sGn els segiients: ‘

— Reduccid de la dimensié cortical.

— Madificacions citoarquitectoniques del cortex, com ara:

— Pérdua de les capes 11, 111 i IV de forma que immediatament sota la
capa | s’observen neurones piramidals grosses amb orientacions a vega-
des anomales. Sota d’aquesta es troba una capa de neurones més peti-
tes, semblants a les de la capa VI del cortex normal.

— Engruiximent dela capa |, amb cel.lules ectopiques.

Segons Johnston i Coyle (1979, 1982) les alteracions observades poden ser
explicades per la necrosi de les cél.lules germinals destinades a formar les capes Il a
IV que té lloc al donar el MAM el dia 15. Un aspecte important que amb el MAM
s‘ha pogut esbrinar és el de les alteracions neuroquimiques produides en el cortex.
Els axons noradrenérgics, provinents del locus coeruleus, i els colinergics, prbvinents
del nucli basal de Meynert, resten iguals en nombre absolut, encara que en disminuir
el volum del cortex la seva densitat augmenta. Aquest fet, junt amb els treballs de
Jones et al sobre les projeccions talem-corticals, sembla compatible amb una relativa
independéhcia en el creixement dels axons aferents al cortex, els quals arriben al

seu lloc de desti malgrat les cel.lules diana siguin destruides abans d'iniciar la migra-

.2

Clo.
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L’estudi detallat dels canvis citoarquitectonics del cortex cerebral produits
amb el MAM, fora del dia 15 de gestacid, ha estat fet per Ferrer et al (1982) i per
Fabregues (1983). Les dades més significatives després d'injectar MAM en els ED 14,
ED 151 ED 16 i examinar el cervell des de PD 1 a PD 30, sén les seglients:

— Hi ha una variabilitat en els efectes produits segons: les regions exami-
nades, el que és compatible amb les diferéncies regionals en la data
d’origen de la placa cortical.

— S’observa un retard en la diferenciacid placa cortical-subplaca cortical
en els animals tractats amb MAM el dia 14 i 15 de gestacié (ED 14 -ED
15/MAM) i una laminacié poc4definida en ED 14/MAM i ED 15/MAM,
mentre que es reconeixen de tres a quatre capes en ED 16/MAM.

— La capa | té un augment de la densitat cel.lular, que fa que en alguns
llocs no sigui diferenciable de les altres capes. Els tipus cel.lulars son
neurones piramidals petites mal orientades. Aquest augment de densitat
cel.lular va disminuint progressivament de ED 14/MAM a ED 16/MAM

— En la part mitja en els animals tractats en ED 14 i ED 15, les zones que
correspondrien a les capes 11, Il i IV en el cortex normal estan substi-
tuides per noduls neuronals constituits per neurones piramidals de di-
mensi6 petita i mal orientades. Aquests noduls protueixer en la capa |
en ED 15 i ED/16, donant-li un aspecte ondulant. Els noduls predomi-
nen en ED 14 i ED 15/MAM ien ED 16/MAM s’observa un aspecte no-
dular menys marcat. .

— Enlapart inferior: corresponent a la subplaca cortical i a la part inferior
de la placa cortical, s'observa la presencia de malposicié neuronal
freqiient, especialment en ED 14/MAM junt amb una certa disminucié
de la densitat cel.lular. Les neurones piramidals més grans del neocortex
s’observen sota dels noduls, en la part interna de la placa cortical. Les
capes V-VI del cortex dels animals tractats s'assemblen a la capa VI dels
normals.

— Es veuen espais hipocel.lulars en la Subplaca cprtical que prenen una
forma nodular, sense una organitzacié definida.

. — En el grup tractat en ED 16 és patent una persisténcia de I’organitzacié

columnar del cortex en forma d’estries radials (en PD 4), les quals en
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la part externa de la placa cortical queden culminades amb agregats
cel.lulars que després (PD 8) protuiran sobre la capa | donat-li I’aspecte
ondulant.

En els tres grups d’animals s’observen ectopies neuronals, bé aillades, bé
en acimuls en la substancia blanca i hipocamp. La incidéncia d’aques-
tes ectdpies disminueix de ED 14 a ED 16/MAM.

. El gradient de maduracié piramidal i el patré de migracié sengons el

marcatge amb Tim-H3 és ascendent com en el cortex normal, excepte
en els noduls on és anarquic. '

La naturalesa d’aquests noduls és misteriosa. L’efecte del MAM encara
que curt i teoricament limitat a les cel.lules germinals destinades a les
capes Il a 1V, també és evident sobre les capes més profundes (V i V1)
i ja formades (malposicié neuronal).

2. Maiformacions corticals induides per L’ Arabindasid de Citosina

L’arabinosid de citosina és un antimetabolit emprat habitualment en el

tractament d’algunes leucemies. Aquest agent es creu que actua a dos nivells meta-

bolics:

inhibint la DNA polimerasa i interferint la funcié del RNA, pero proba-

blement la majoria de les seves accions es relacionen amb la biosintesi i funcié

del DNA, pel que és considerat com un agent citotoxic especific per a lafase S del
cicle cel.lular (Calabresi i Parks 1980). L’arabindsid de citosina (citarabina) s’ha em-
prat també com agent experirﬁental inductor de malformacions cerebrals principal-
ment per Shimada i cols (Shimada et al 1975, Kasusbuchi 1976, Shimada et al
1982). Analitzant les alteracions del cortex cerebral del ratol{ induides amb 30

mg/kg de citarabina injectats en ED 13.5 i ED 14.5 i examinant els animals des de
les 12 hores fins al dia 120 troben:

— Destrucci6é extensa de la capa germinal a les 12 hores. En alguns llocs

les cel.lules necrotiques cauen a la cavitat ventricular.
A les 72 hores els detritus cel.lulars ja no hi son i escomencala regene-
racié produint-se noves neurones. Observen estructures semblants a

rosetes tant en la superficie ventricular com en el cortex cerebral.
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En PD 1 s’observen acimuls de neurones immadures en la part externa
del parietotemporal En diferents punts s'observen com “corrents” de
neuroné.s» migratories des de la zona matriu regenerada fins a les capes
més externes del cortex. L’hipocamp esta deformat i les neurones es
col.loquen irregularment, no definint una capa clara.

En PD 5 mentre que en el cortex normal ja no es veuen neurones mi-
grant en aquest cas s'en veuen encara algunes, la majoria pero ja ha
arribat a la part més externa. Els [{mits entre la capa | i la Il son molt
irregulars veient-se protusions neuronals que envaeixen la capa | finsa la
piamater.

En PD 10 es veu microcefalia, aprimament cortical i anomalies arquitec-
turals. En el cortex parietal les neurones no constitueixen capes defini-
des. L’hipocamp esta reduit de gruix i es veu desorganitzacié de les cel-
lules piramidals de CA 1, CA 2 amb heterotopies en CA 1, CA 4, stra-
tum radiatum i capa molecular del gyrus dentatus.

A partir d’aquest dia es veu clarament microcefalia, agrupament neuro-
nal anormal i persisténcia de columnes.

Amb Timidina-H3 administrada 48 hores després de la citarabina es demos-

tra que les cel.lules que capten més fortament se situen en la part més externa del
cortex i també en les “‘columnes’” de neurones migratories.

L'’estudi amb metode de Golgi mostra arboritzacions anormals de les den-

drites apicals de les cél.lules piramidals en les capes més externes del cortex, en els

llocs on es localitzen els agrupaments i arranjaments en forma de columna. Les den-

drites presenten inversié del seu curs i engruiximent de branques anormalment cur-
tes. En I'hipocamp s’observa que les cel.lules piramidals de CA 2 i CA 3 estenen unes

dendrites apicals poc desenvolupades cap al stratum  lacunosum-moleculare, men-

tre que les de la capa mol.lecular s’orienta a I’atzar i tenen una arboritzacié irregular.
En conclusi6 es demostra:

Una migracié anormalment llarga (fins a PD 7) de les neurones destina-
des a I'escorga cerebral.

Les neurones regenerades bé en la matriu ventricular bé en les estructu-

res semblant a rosetes s6n les que migren a la part més externa del cor-
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tex i formen agrupaments anomals o grans columnes. La causa de !'ar-
boritzacié dendritica irregular es creu que pot ser secundaria a un trans-
torn en la sinaptogenesi, la qual junt amb el retard en la migracié dona-
ria lloc a heterotdpies permanents (Shimada et al 1982).

3. Malformacions induides per la 6-Hidroxi-Dopamina

La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) és una neurotoxina especifica de les neu-
rones catecolaminergiques (noradrenergiques) i els efectes bioquimics que té sobre el
cervell en formacié (ED 17 en rates) consisteixen a depleccionar de noradrenalina
(NA) de forma permanent el cortex, aixi com alterar la seva sfntesi i captacié (Tassin
et al 1975), mentre que té poc efecte sobre la inervacié dopaminérgica i serotoni-
nergica del cortex. Lidov i Molliver (1982) han emprat per primera vegada la 6-
OHDA intentant verificar I’hipotesi del paper de les aferencies noradrenergiques,pro-
vinents sobre tot del locus coeruleus, en la maduracié i histogenesi del cortex cere-
bral. Injectant 136 mg/kg de 6-OHDA en rates prenyades, en el dia 17 de gestacid
demostren:

— Destruccié de l'inervacié NA del cortex, absencia en general de canvis
en la citoarquitectura, morfologia dendritica, contatges d’espines o en
les aferéncies talem-corticals.

— En un 33 o/o dels animals apareixen focus de neurones ectopiques en la
superficie cortical ,per sobre de la capa Il i finsi tot de la |, en la super-
ficie pial. Les dimensions d’aquestes ectdpies varien des d’unes quantes
cél.lules fins a una extensa capa que cobreix la majoria dels cortex la-
teral. En alguns llocs es poden veure com “ponts” radials de neurones
que connecten els agregats ectdpics amb la capa Il a la qual s’assemblen
les seves cel.lules. Sembla a més que les neurones eétbpiques es situes-
sin en I'espai subaracnoidal i es conectessin amb les capes més externes
de I'escorga passant per discontinuitats de la piamater Aquests acimuls
sén funcionalment actius si es té en compte el gran nombre de contac-
tes sinaptics que tenen. En alguns llocs les capes | ill ofereixen un
aspecte ondulant. Els mecanismes per els que la 6-OHDA en ED 17

provoca ectopies son foscos perd probablement no es deuen nomésa la
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depleccié dopaminergica del cortex i s/ potser a algun efecte citotoxic
inespecffic o a la lesié de altres vies catecolaminergiques (Lidov i Molli-
ver 1982), donat que només es provoca en el 33 ofo dels animals i
també es veuen en els animals protegits de la depleccié dopaminergica
amb desmetilimipramina.

4. Malformacions corticals induides pel Metil-Mercuri

Com a resultat de [P'intoxicacié massiva per metil-mercuri produida a

I'lrak en 1971-1972 es comprova malauradament que aquesta substancia podia

ésser inductora de malformacions en el SNC si els fetus en edats apropiades eren con-
taminats per l'ingesta materna del toxic. Choi et al 1978 varen observar dos casos
d’intoxicacié durant la 8a. a 10a. setmana d’embaras. En 'examen dels cervells dels

nens, fets a les 7 hores i al mes de vida respectivament destacaven:

—

Focus abigarrats de substancia gris a dins de les leptomeninges, en les
parts més profundes dels sulcus, formats per barreges de neurones i
cel.lules glials. '
CAPA I: la capa mol.lecular del cervell contenia moltes neurones pi-
ramidals i algunes semblants a les cel.lules de Cajal-Retzius

En moltes arees diverses capes del cortex cerebral tenien un aspecte on-
dulat, irregular. En aquests llocs la superficie cortical no tenia circum-
volucions.

En altres arees el patré laminar normal del cortex cerebral era substi-
tuit per una agrupacid irregular vertical de neurones al llarg de totes
les capes.

CAPA Il: aquesta capa contenia moltes neurones de dimensions excep-
cionalment grans. En totes les capes s’observava alineacié irregular de
bastantes neurones, és a dir, amb la dendrita apical no perpendicular
i dirigida cap a la superficie pial.

Les capes més profundes no eren facilment definibles i anaven barre-
jant-se gradualment amb la substancia blanca on es troben disperses un
gran nombre de neurones heterotdpiques de tibus piramidal gran, les

quals eren més freqilents a mesura que s’endisaven en la substincia
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blanca. Altres cél.lules més petites, immatures i fosques i de nucli
rod6 podien ésser vistes també en les heterotopies.

— El talem, ganglis baslas i el cortex hipocampic eren d’aspecte normal.

— El cerebel presentava Gnicament un gran nombre d’heterotopies en la
substancia blanca medul.lar i de les folies, enforma de grups o bé de

cél.lules aillades, de tipus piramidal gran o granuloses.

Tot aquest seguit d'alteracions feien sostenir a Choi et al (1978) que la
causa era una anomalia en el desenvolupament induida pel metil-mercuri i que el
mecanisme (ntim responsable era un transtorn de la migracié cerebral-cerebelosa i
de I'organitzaci cortical del cervell.

5. Malformacions corticals induides per congelaci6é per contacte

Dvorak i Feit en 1977 varen introduir un nou model experimental mitjan-
¢ant el qual poden induir-se malformacions corticals. Aquest model consistia en la
congelacié per contacte puntual (una punta de coure de 2 mm d’amplada en el lloc
“del contacte) durant un o dos segons i en un o més llocs de la calota cranial del nadé
de la rata.

Aixd provoca una necrosi total de la piamater, trombosi- dels vasos sangui-
nis, necrosi de la capa mol.lecular i de la capa |V (encara no estan formades les Il i
I11) i necrosi parcial de les capes V i VI preservant-se la capa VI b (o VII) en ésser
irrigada per branques profundes. Les neurones destinades a les capes I i |l1, les dar-
reres en arribar a la placa cortical, es troben completant la seva migracié i no es
veuen afectades, formant les capes 11 i | del nou cortex, el qual es caracteritza per
tenir només 4 capes i s'anomena cortex microgiric atipic (Dvorak i Feit 1977). La
capa |V del cortex microgiric atipic (CMA) la formen les neurones de la capa VI b,
mentre que la capa Il del CMA es forma amb les restes de la capa V-VI normals.
Estudis amb Tim-H? (Dvorak et al 1978) mostren que malgrat la necrosi, les neuro-
nes joves migren seguint el patré habitual Dins-Fora, per a formar el CMA, el que fa
pensar a aquests autors que els mecanismes reguladors que determinen la posicid
dels neuroblastes estan situats en els mateixos neuroblastes i que aquesta informacio
es heretada, com ho es la forma de la neurona.
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La semblanga entre la microgiria atipica humana (Williams et al 1976) i
experimental és notable, aix{ com la que s’observa entre el status verrucosus defor-
mis (SVD) i el SVD experimental induit pel mateix métode descrit més amunt
pero aplicanta diversos punts en comptes d’un de sol. Les caracteristiques del SVD
son d'interés per al treball present. Es tracta d’una anomalia en I'estructura morfolo-
gica de V’escorga cerebral en la qual s'observen (Grcevic et al 1961) ndduls distri-
buits irregularment i microsolcs petitsEls ndodulspoden diferenciar-se en superficials,
intracorticals i polimicrogfrics. Els noduls superficials produits experimentalment
per Dvorak et al (1978) no tenen quasi capa molecular i semblen estar formats per
una protusio de cel.lules de les capes Il i 1] arranjades irregularment en la capa |.
Al voltant del nodul es veuen arees hipocel.lulars. Les capes V i VI sén normals.
Els noduls intracorticals s'observen en llocs de menys dany cortical (quan el temps
de congelacié va ésser de menys de 1 segon) i sén protusions de la capa [l sobre la
capa l. Els noduls mi.cropoligl'rics es veuen quan s’agrupen les necrosis focals. Tenen
I'aspecte d’estar plegats com una corona.

Dvorak et al (1978) suggereix que les protusions neuronals podrien ésser
degudes a una lesié de les guies glials radials i, en els punts on aquestes fibres foren
destruides, les neurones joves no tindrien limitacio en el seu moviment i acabarien en
la capal.

La preséncia fregilent d'un vas sanguini en la part profunda del nodul
va fer pensar a autors com Ranke en 1905 (citat per Grevic) en la importancia de les
anomalies vasculars en I'origen dels noduls. Greevic et al (1961) fan veure que !'in-
crement en la vascularitzacié és una troballa com( en tots els tipus de malformacions
cerebrals, fet que sembla ésser recolzat per Dvorak et al (1978).

Aquests autors demostren que malgrat la necrosi i perdua cel.lular que es
produeix no s’observa un increment en la sintesi de neuroblastes per la zona germi-
nal i que aquest no és, per tant, el mecanisme de produccié dels noduls. Al contrari,
I'increment relatiu en la densitat neuronal és degut en realitat a una disminucié del
gruix del cortex microgiric o SVD per la necrosi produida.
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6. Malformacions induides per radiacions ionitzants
6.1. Introduccid

Les radiacions ionitzants varen ésser descobertes per Roentgen en 1895 en
la forma dels raigs X, els més populars avui per les seves aplicacions a |'exploracié
del cos huma i en el tractament d’algunes malalties. Existeixen moltes altre formes
de radiacions ionitzants, des d'els raigs gamma, les partfcules radioactives beta, elec-
trons als protons i les radiacions cosmiques (Hicks i d’Amato 1966). Totes tenen en
comi el fet d’ésser radiacions electromagnétiques de gran energia i velocitat, pel que
poden penetrat profundament dins la materia i interaccionar amb els seus atoms,
col.lisionant o passant entre ells, i fent que "atom perdi un dels seus electrons
orbitals, quedant amb una carrega inestable (ionitzat). Aquesta “inestabilitat”
s'exten d'un atom a l'altre donant lloc a dissociacions en les mol.lecules i a la pro-
duccié de radicals lliures, els quals tenen una gran activitat biologica encara que
nomeés estiguin presents en la cél.lula durant una fraccié infinitesimal de segon. Cada
forma de radiacié té la seva forma de penetrar i interaccionar amb la matéria que
travessa.

Poc després de Ia seva descoberta els raigs X van ésser associats a la dege-
neracié de les neurones del sistema nervids (Rudis-}icinski, 1902), pero la seva im-
portancia en la produccié d‘anomalies en el desenvolupament dei fetus humai no va
ser ben establerta fins al treballs de Goldstein i Murphy (1929), els quals van tenir
"oportunitat d’observar un gran nombre d’embarassos de dones irradiades, compro-
vant que era molt més freqiient la microencefilia i el retard mental. Encara que
aquesta relaci6é va ser posada en dubte inicialment, una série de treballs posterios, tan
experimentals com observacions aillades en la clinica aixi com les secundaries a les
catastrofes d’Hiroshima i Nagasaki han demostrat que I’irradacié en el temps de for-
maci6 del fetus és causa de malformacions i alteracions de funcié que varien segons
I’época de l'irradaci6 (Job et al 1935, L.B. Russell et al 1950, Hicks et al 1966).

6.2. Radiosensibilitat de les cél.lules en formacié

Malgrat que el mecanisme d’acci6 de les radiacions sobre els sistemes vivents
és complex, en un context bioldgic estable els diferents tipus de radiacions a dosis
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equivalents tenen uns efectes remarcablement similars entre si. La diversitat dels
efectes biologics produits és deguda a les diferéncies en la resistencia a la radiacié o
radiosensibilitat, que tenen els diversos organismes, teixits, cél.lules i constituents
cel.lulars. Ja que el concepte de radiosensibilitat pot ésser emprat de formes diverses,
segons els resultats que s’espera que produeixi la radiaci6 (per exemple mutacions,
destruccié de tumors, canvis de conducta, etc) en aquest treball el fem servir per a
significar la mort cel.lular induida per la radiacid.

En el context d’un mateix animal i un sistema cel.lular indéentic la vulnera-
bilitat als efectes letals de les radiacions ionitzants depen de dos factors: la dosi de
radiacié empreada i les caracteristiques de la cél.lula (és a dir, si esta proliferant,

migrant o diferenciant-se).
DOSIS ADMINISTRADA

La mesura de les dosis de radiacié es fa basicament amb roentgens i rads. El
roentgen, 1, es 'unitat que mesura I’'exposicié o radiacié generada, que produiria 1
unitat electrostatica de carrega, ionitzant 1 ¢cm?® d‘aire en condicions standart. El
rad en canvi és l'unitat de la dosis absorbida, i és equivalent a 100 ergs/g de material.
En un animal d’experimentaci6 com la rata, practicament la dosi d’exposici6 és equi-
valent a la d’ absorcié i per tant és indiferent parlar de roentgen o rad, sempre que es
treballi en el marge d’energiade 100 a 250 kiloelectronvolts, com és habitual.

A la dosis de 10 a 40 r administrats al nadd, s’aconseguix dies després de
I'exposicié un retard en el creixement de les neurones més joves, les que ocupen les
capes més externes del isocdrtex (o neocortex) i les dendrites apicals d’aquestes neu-
rones tenen un creixement raquitic. Canvis semblants s'observen en les cél.lules de
Purkinje. Si es donen 30 R en la darrera setmana fetal es provoca una alteracié per-
manent en la disposicio i diferenciacio individual de les neurones corticals {D’Amato
o Hicks 1965). '

Les dosis més fregiientment emprades en els treballs experimentals van de
100 a 200 r, especiaiment de 150 a 200 r, degut al fet que déna un espectre de mal-
formacions facilment reproduibles. Breument, amb aquesta dosi es provoca la mort
de les cél.lules en profase, prop de la superficie ventricular (G 2) i de les cel.lules
post-mitotiques (G 1) en preparacié per a la migracié o ja migrant. La resta de les
cél.lules és respectat i el patré maiformatiu és variable segons el dia de 'irradacié,
pero oscil.la entre un cortex més prim a masses de neurones ectopiques subcorticals,
anecefalia, anoftaimia o hidrocefalia (Hicks i D’Amato 1980). |
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Quan Ia dosi es de 300 a 500 R i sadministra també durant la segona part
de la gestacié o primers dies de vida, s'observa que un nombre cada cop més gran de
cel.lules que eren respectades amb dosis menors sén afectades, i que les malforma-
cions induides son severes o letals.

CARACTERISTIQUES DE LA CEL.LULA

Tal com s'ha considerat a I'inici d’aquesta introduccid, les cel.lules de la ca-
pa ventricular o germinal del tub neural . es mouen de dins a fora i viceversa a me-
sura que realitzen el seucicle cel.lular. Les cel.lules en mitosi se situen prop de la
llum, mentre que les cel.lules en fase de sintesi de DNA (fase S) sén les més exter-
nes. Les cel.lules en espera de passar a una o l'altra fase quedan entremig (G2 iG 1
respectivament). Amb dosis de 150 a 200 r i marcant préviament les cél.lules en fase
S amb Tim-H?, es comprova, com s'ha dit més amunt, que les cel.lules radiosensi-
bles son les que es troben en fase G 2 (profase) i les que estan en fase G 1, o post-
mitotiques, preparades per a migrar o en fase de migracié (Hicks et al 1961). En can-
vi les neurones joves de la placa cortical, just arribades de la zona germinal ja no sén
radiosensibles. Per altra part cap de les neurones del neocortex és radiosensible des-
prés del naixement.

Les neurones del cerebel tenen una conducta diferent. Donant 1000 r du-
rant els dis 0 a 20 després del naixement es veu que no s'afecten les cel.lules de Pur-
kinje, de Golgi ni les cel.lules glials de Bergmann. Les cel.lules en cistell perden la
radisensibilitat al cap de la primera setmana, mentre que les cél.lules granuloses con-
tinuen sensibles fins a la tercera setmana postnatal. En el cerebel adult en canvi fan
falta dosis de 1000 a 4000 r per provocar necrosis en la capa dels granuls (Vogel et
al 1959, 1961). | _

S’observa doncs una dimensié en la radiosensibilitat coincidint amb la ma-
duracié cel.lular. Altres factors sén importants en el grau de malformaci6 observat,
com per exemple la capacitat de restituci6 i regulacié de les cel.lules prifnitives des-
prés de la radiaci6. Aix{ I'administracié de 150 r els dies 11 o 13 de gestaci6 provo-
quen malformacions importants, mentre que en el dia ED 12 tot el teixit necrosat

és substituit sense alteracions evidents (Hicks i D’Amato 1980, D’Amato 1982).
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6.3. Canvis precogos en el pali després de l'irradaci6

Per esbrinar millor els efectes de la radiacio, alguns autors han estudiat
seriadament les alteracions que es produeixen durant les primeres hores. Aixi, Hicks i
d’Amato (1966), D’Agostino i Brizzee (1966) i Takeuchi et al (1976, 1977) han tre-
ballat sobre el cortex cerebral en formacid, mentre que Jensen i Altman (1982) ho
han fet sobre el cerebel.

No hi ha unanimitat entre els diversos autors respecte a les alteracions pro-
duides en el cortex en formacid, en part probablement degut a diferénéies ténciques,
com per exemple la determinacid de I'edat de I’embrid. Per a Takeuchi et al el dia en
que es troba esperma en la vagina de la femella és el dia O, igual que per a Schmal et
al (1979). D’Agostino i Brizee (1966) no expliquen com fan els calculs i per a Hicks
et al (1959) el primer dia esperma-positiu és el dia 1. Per altra part Takeuchi estudia
rates de 14 dies d’edat fetal (ED 15 per a Hicks et al). D’Agostino et al rates de 13
dies i Hicks i D’Amato animals de 13 dies (ED 12 segons Takeuchi) fins a ED 18;
aquestes diferéncies poden influir en els resultats. ’

Hicks i D’Amato (1966) estudien a intérvals de 30 a 60 minuts les prime-
res 9 hores després de la irradacié amb 200 r en ED 13. Troben els segiients canvis.

— Desaparicié de totes les mitosis durant la primera mitja-hora, produint-
se una uniformitat en la capa de cel.lules més properes al ventricle. No
es poden reconeixer cel.lules en profase tardana.

— A I'hora i mitja s'observa I'exudaci6 del material semblant al citoplasma
de les cel.lules periventriculars a dins de la llum ventricular.

— Dos a tres hores d\esprés de la irradacid es veu a tots els nivells de la zo-
na proliferativa desestructuracidé de les cél.lules que després es necrosa-
ran, en forma de grumolls de material basofil semblant al nucli.

— A les 4 hores la necrosi esta ben establerta. Moltes cel.lules necrotiques
cauen a la llum ventricular, essent aquest fet més evident a les 6 hores
A partir de les 4 hores tornen a apareixer mitosis. No es pot observar

en cap moment necrosi de cel.lules en mitosi.

Conclouen aquests autors que en aquests embrions joves (ED 13) i amb
aquestes dosis les cel.lules en fase G 2 tardana sn les més sensibles i que aquestes

cel.lules no necessiten-passar pel cicle mitotic per expressar els efectes letals de la ra-
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diacié. Durant els dies ED 16 i ED 17, en canvi, un nombre cada cop més gran de
cel.lules postmitotiques, situades en el ter¢ extern de la zona germinal o en fase de
migracié esdevenen necrotiques, malgrat que aquestes cel.lules tenen un index mito-
tic molt baix (només algunes cel.lules migratories es divideixen “‘en route”) (Hicks et
al 1961). Determinar exactament quina és la poblacié neuronal que es necrosa es
complica molt més que no ho sembla si com diuen Hicks et al (1966) sdn tres i no
un els tipus de cel.lules en fase G 2 (profase): un es el classic esperant la mitosi a la
vora dei ventricle. Un altre es el que, un cop feta la sintesi de DNA no torna a divi-
dir-se a la vora ventricular sino que migra cap el cortex i es diferencia, algunes divi-
dint-se en transit, la majoria no. Un tercer tipus de cél.lula G 2.és aquell que despres
de captar Timidina tritiada no esdevé radiosensitiva unes hores després entre G 1 i
G 2 migrant. S - R Teem o TT
D'Agostino i Brizzee (1966) estudiaren en rates l’efecte de 130 r en el dia
13 de gestacié. Examinant amb microscopi electronic la paret de la vessfculacerebral
als 10, 40, 50, 80, 100, 120, 140, 150, 180 i 240 minutsi 1, 2, 4 i 6 dies després de
la irradacid, varen trobar el segiient:
— 50 minuts: disminucié marcada en el nombre de mitosis al llarg de la
vora ventricular.
— 100 minuts: reinici de l'activitat mitotica, amb nivells semblants als
controls. Picnosi cel.lular a tots els nivells de la paret.
— 2 - 3 hores: increment en el nombre de cél.lules degenerades i pas al
ventricle de moltes d’elles.
— 4 hores: les cel.lules i processos picnotics s'observen principalment en la
meitat externa de_la vessicula cerebral, mentre que en ' interna ja no

es veuen cel.lules degenerades i les cel.lules matrius tornen a situar-se
vora de la membrana limitant interna restaurada.

Takeuchiet al (1976) troben algunes dades discordiants, examinant ra-
tes de 14 dies (15 dies de Hicks et al 1959), irradiades amb 200 r, 1,2, 3 i 6 hores
després. Troben el segitent: ‘

— 1 hora: desaparicié de figures mitotiques en la part periventricular, pero
no en les zones més externes.

— 2 hores: nombroses cél.lules mostren signes de degeneracié citoplasmi-

ca, com grumolls de particules ribosomiques i nuclear, com ara acimuls
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de cromatina. Els processos del.lulars de moltes cél.lules també tenen
signes de degeneracié. Segons aquests autors la majoria de cel.lules
supervivents estan en la meitat externa.

3 hores: increment significatiu dels signes de degeneracié descrits, amb
trencament de la membrana nuclear plasmatica. No hi ha cap cél.lula
o procés cel.lular intacte en la vora ventricular.

6 hores: destruccié completa de les cel.lules lesionades, entrada a dins
del Ifquid ventricular. Les cel.lules supervivents estan soltes o en grups,
sense cap unidé entre elles. Aquests autors, recolzant-se en dades sem-
blants obtingudes per Fujita et al (1964) en I’embrié de ratoli de 10
dies (equivalent a un de rata de 11-12 dies), creuen que solament son
radio sensibles les cel.lules en profase tardana (G 2) i que no ho sén les

cél.lules postmitotiques, diferenciant-se o migrant.

D’Amato (1982) suggereig que hi ha etapes en que un tipus cel.lular seria
lesionat preferentment. Aixi en els fetus de ED 13-14, degut al fet que les cel.lules

primitives estan proliferant principaiment, no es trobarien cel.lules postmitotiques

lesionades, el que concorda amb les troballes de tots els autors citats. En canvi en

fases més tardanes (ED 17-19) la majoria de cél.lules vulnerables estanen fase G 1 i

migrant cap el seu desti, pel que no és estrany la seva abséncia en els treballs de Ta-

keuchi.

Posteriorment jense i Altman (1982), estudiant el cerebel del nadd de la
rata, on les cel.lules proliferant, migrant i madurant ocupen capes anatomiques defi-
nides i es pot observar en detall*tot el procés, confirmen que:

L’activitat mitotica desapareix en donar més de 250 r.

Les cel.lules germinals de la part superior de la capa granular externa
(la zona germinal del cerebel) i les cél.lules premigratories de la part
inferior de la capa granular externa queden reduides en un 80 o/o amb
300 r, quan s’examinen 6 hores després de |'irradacid.

Les cel.lules granulars descendint per la capa mol.lecular i la capa de
cel.lules de Purkinje queden reduides significativament a partir de 1000

r, mentre que els granuls situats ja en la seva capa no es lesionen fins a
3000 .
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Aquestes dades fan pensar als autors que les cel.lules mitotiques son radio-
resistents, ja que a més, les cel.lules glials de Bergmann, que es troben dividint-se
en el moment de l'irradiacid, no es veuen reduides en nombre. Segons ells I'atur de
I'activitat mitotica és transitori (de 3 a 6 hores) i no és degut a la mort d’aquestes
cel.lules. Creuen, finalment, com Hicks et al (1961) que les cél.lules en fase G2 i G 1
son radiosensibles.

6.4. Mecanismes d’accid de les radiacions ionitzants

L’observacid de que totes les classes de teixits proliferatius sén radiosen-
sibles — és a dir, facil i promptament lesionables per radiacions— ha fet que es pen-
sés que com que aquests teixits es dividien repetidament el mecanisme més poba-

ble per el que les radiacions actuarien seria lesionant el DNA (Carlson, 1954) (Ta-
~ keuchi 1976). Aquesta creenga ha estat posada en dubte per alguns autors com
Hicks i cols (1966) al observar que les cél.lules en mitosi no sén radiosensibles a les
dosis que ho son les cél.lules en fase G 1 i G 2. Tant Hicks.i cols (1966) com Jensen
i Altman (1982) creuen que les radiacions poden interferir un gran nombre de pro-
cessos metabolics propis de les cel.lules proliferant, diferenciant-se i migrant; Jensen
i Altman a més suggereixen que encara que s'observa alteracié del DNA després de la
irradacio, aquesta és rapidament reparada per la cel.lula.

6. 5. Malformacions produides per la irradacid

Si la dosi aplicada es manté al voitant de 150-200 r, les alteracions produi-
des varien només en funcié del dia de |'aplicacié. La seqiiencia de malformacions
produides des del dia de gestaci6 7 al ED 12 es menys interessant que a partir
d’aquest dia, perd la resumirem breument, basant-nos en els treballs de Dekaban
(1969) i Hicks et al (1957, 1966, 1980). '

EnED7200r proVoquem graus variables d’'anomalies que afecten a menys del
20 ofo dels nascuts (hi ha una reduccé important del nombre de nadons perventrada)
i que consisteix en anencefalia, hidrocefalia, ventricle Gnic, encefallocele, etc. El dia

9 les anomalies afecten al 50 ofo pero fins el dia 10, segons Dekaban, no es veuen al-
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teracions histologiques significatives (semblants a les que Hicks et al descriuen en els
animals irradiats en ED 13).

L’exposicio en ED 10 té molt menys efecte (Hicks 1954 a, b). Malgrat el
gran nombre de cél.lules destruides !'aspecte dels animals és quasi normal excepte
per anoftalmia i anomalies minimes en la pituitaria. En ED 11 amb 200 r es déna
lloc a una varietat d’anomalies viscerals, esqueletiques i dels sitema nerviés que in-
clouen hidrocefalia, encefalocele dorsal del 3er. ventricle,defectes del crani, canal
espinal i medul.lar. microftalmia, etc. (Hicks et al 1957). Generalment aquests
animals no sobreviuen. El dia 12 és remarcable per la manca d’alteracions produides
excepte per una mida dels animals més petita. D’ Amato (1982) ha examinat de nou
el problema confirmant el fet perdo no podent explicar per qué els dies 11 i 13 es
provoquen alteracions i en canvi el 12 no.

Les malformacions més interessants i estudiades han estat, perd les pro-
duides els dies 13-14, 16-17 i 20-22. Els treballs de Hicks et al (1956, 1961, 1966,
1978) van establir aquestes alteracions, que son les segiients:

En ED 13-14 150 r provoquen un neocortex prim, masses de neurones ecto-
piques subcorticals, un cos callés no creuat o deficifari i fibres aberrants des del for-
nix a l‘hipotalem. Els aspectes més curiosos sén els dos primers. Les neurones ecto-
piques adopten transitdriament un aspecte com de rosetes, les.quals estan formades
per acimuls de cel.lules amb caracterfstiques primitives, semblants a les de la zona
germinal en ED 13 (Hicks 1961), i que es disposen al voltant d’un centre acel.lular.
Aquesta forma que adopten s'assembla al tub neural primitiu. Cada roseta esti for-
mada per un nombre variable de rengleres de cél.lules, amb les figures mitotiques
concentrades en la part més a prop de la llum, per sobre de les quals se situen cl.lu-
les intermitotiques o postmitotiques. El gruix de la roseta varia de 4 a 8 cél.lules
(Hicks et al 1959). L’origen detallat de la roseta ha esta estudiat per Hicks et al
(1959), Waterson (1965), D’Agostino i Brizzee (1966) i Takeuchi et al (1977). Les
rosetes s’observen clarament a partir de les 48 hores de 'irradacié i es creu que
I’epiteli germinal radioresistent, en perdre el suport de les cél.lules necorsades, s’es-
fonsa en la paret de la vesicula cerebral, formant com uns diverticles que arriben
a tancar-se com un anell i que es desplacen a la periféria (D’Agostino i Brizzee 1966,
Waterson 1965, Hicks et al 1966). Les rosetes continuen produint cel.lules que per

una part migren per a engruixir el cortex en formacid, pero per altra es dispersen en
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totes direccions per formar masses neuronals ectopiques de cortex desorganitzat i
desplagat (Hicks et al 1959).

Les rosetes constitueixen la resposta malformativa inicial en molts llocs
del sistema- nerviés central i persisteixen al llarg de la vida fetal peracabarformant
un grumoll de cel.lules ectopiques subcorticals.

Schmahi et al (1979) van descriure en el ratol( irradiat a més de les rosetes,
arees de necrosi a prop de la superffcie ventricular on creuen que té lloc el procés
de reparacié. Aquestes arees, per la disposicié radial de les seves cél.lules glials s6n
anomenades druses. Tant les rosetes com les druses es col.lapsen a partir del naixe-
ment, pero les masses subcorticals persisteixen.

En ED 16-17 quan el cortex ja s’ha comengat a formar, I’aplicacié de 200 r
no déna origen a rosetes, siné que la destruccié de moltes cél.lules proliferatives i
migratories provoca la malformacié més severa del neocortex dintre de l'espectre
produit entre ED 11 i el naixement. El cortex és prim, amb poca ressemblanca amb
el cortex de 6 capes. Les fibres talemcorticals sembien haver-se incrementat, i fan
trajectes desordenats que de vegades les fan anar a les meninges al no poder fer si-
napsis amb neurones en estar drastricament reduides per la radiaci6. Es troben
neurones mal orientades i poc diferenciades o situades en acumulis en el lloc corres-
ponent a la capa | (Hicks 1959). Es troben també deficiéncies en el cervell basal i
el diencefal.

En ED 20-22 I’irradiacié necrosa les cel.lules destinades a les capes externes
del cortex, i es provoca una escor¢a amb deficiencies en la capa 1l (acdmuls neuro-
nals) i I1l, amb pobresa neuronal, retard en el creixement de la dendrita apical i

aspecte raquitic permanent, fins i tot les neurones més profundes.
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Les radiacions ionitzants administrades en dies determinats de la formacid
del sistema nervids i en dosis adients provoquen un seguit de canvis remarcables en el
neocortex i hipocamp de la rata. Aquests canvis, a més son reproduibles si hom fa
servir les mateixes condicons experimentals.

Des de 1959 en que Hicks publica el seu treball basic fins avui diversos in-
vestigadors han confirmat: aquests fets i aixamplat la nostra visi6 del fenomen
(D'Agostino et al 1966, Schmahl et al 1979, Donoso et al 1982, el mateix Hicks,
etc.) perd alguns aspectes de les alteracions induides per aquest singular model
experimental han rebut molt poca atencid. Per exemple s’han estudiat molt bé les
seqiiencies de formacié de les rosetes de hora en hora i de dia en dia per Hicks
(1959), Waterson (1965), s’han definit els patrons d’alteracié corresponents a cada
dia de irradiacié i s’ha arribat a congixer quin tipus de cél.lula es més radiosensible
en cada moment. En canvi aspectes molt interessants com per exemple 'estructura
dins de les masses subcorticals, les seves relacions amb ['escor¢a i la SB, o la definicié
del procés de migracié neuronal en els animals irradiats no s’han estudiat fins ara.
Alguns autors, com Donoso i Norton (1982) han aportat dades més recents (1982)
d’aquestes masses ectopiques emprant el ME i el Métode de Golgi, pero els seus
resultats no son tan detallats com caldria esperar de la importancia del fenomen.

Per a I'estudi dels mecanismes responsables d‘aquestes maiformacions
induides per les radiacions ens va semblar que I'examen detallat d’aquestes mateixes
amb el Meétode de Golgi i l'utilitzacié de la autoradiografia amb timidina tritiada
per a poder seguir la seqiiéncia lesional acuradament serien eines molt Gtils, donat
que aquest fenomen no s’havia practicament examinat fins ara amb aquesta metodo-

logia. El resultat d’aquesta feia és el que s’exposa a continuacié.
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MATERIAL | METODES

Es van fer servir rates Sprague—Dawley. Per a determinar el dia de la ges-
tacio es feren frotis vaginals diaris i en cas de trobar espermatozoids se separa el
mascle de la femella. Es considera dia 1 el dia de la troballa de I’'esperma en el frotis.

Irradiacid

Rates prenyades, en el mat{ dels dies de gestacié 14, 16 i 18 varen ésser
irradiades separadament, en capses individuals apropiades a fi de limitar al minim els
moviments durant 'exposicio.

L'irradaciaci6 es va fer amb un aparell STABILIPAN (SIEMENS) de radio-
terapia convencional. Les caracteristiques técniques de I'aparell s6n: 250 kilovolts,
amb filtre de 1 mm de coure que correspon a una capa hemireductora de 2,1 mm
de coure.

Es varen administrat 200 rads a cada animal. La distancia del focus a la
superficie irradiada era de 50 cm. Els 200 rads es donaren a la meitat del gruix de
I'animal (calculant una profunditat de 5 cm.). Per aconseguir més homogeneitat
es varen administrar des de dues portes d’entrada diferents oposades. La tasa de dosi
va ésser de 60 rads per minut.

La col.laboracié dels fisics del Servei de Radioterapia del Hospital de Bell-
vitge, Mari Cruz Lizuarn i Concepcién Cinos va ésser fonamental en la correcta rea-

litzacid de la irradiacid.

Marcatge amb Timidina H?

Es va injectar metil-timidina tritiada (Tim-H3) a una dosi de 6 microctries
per gram de pes corporal en els diferents dies des del 16 fins al 20 de gestacid, per

via intraperitoneal. Els grups formats varen ésser els segiients:

— Rates irradiades en el dia embrionari 14. Injeccié de Tim-H? en els dies
ED16,ED 171 ED 19.
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— Rates irradiades en el dia embrionari 16. Injeccié de Tim-H? en els dies
ED 16,ED 17-ED 18, ED 20.

— Rates irradiades en el dia embrionari 18. Injeccié de Tim-H3 en ED 16,
ED17,ED 19.

Els nadons sén sacrificats amb anestesia en diferents dies de la vida postna-
tal, de PD 1 fins a PD 30. Per al revelat autoradiografic les seccions de parafina de
cervells fixats amb glutaraldebid sén desparafinades i assecades, submergint-los des-
prés sense llum en gelatina fotografica marca lliford K-5 disolta en aigua destil.lada
en una proporcié de 1 a 6. Després d’un perfode de secat de 4 hores es guarden en
caixes negres precintades, a 4OQC durant 30 a 40 dies. A continuacié sén revelades
amb Microdol X durant 10 minuts, rentades i fixades amb tiosulfat sodic al 40 o/o:
Les seccions es tenyeixen després amb cresil violeta. Es considera una cél.lula com

marcada quan contenia més de 15 grans de sals de plata.

Métode de Golgi - rapid

Les mostres recollides foren immerses durant 3 a 5 dies, segons |’edat de
I’animal, en una barreja de tetraoxid d’osmi al 1 o/o i dicromat potasic al 3 o/o,
preparada en una proporcié de 3 a 10. Seguidament es passaren a una solucié de ni-
trat de plata al 0,75 ofo romanent en aquesta durant 2 dies.

Les peces varen incrustar-se en parafina i varen ésser seccionades en un pla
coronal amb un gruix variable entre 50 i 80 micres.

Controls

Animals normals, no irradiats varen ésser injectats amb Timidina tritiada i

processats de forma semblant per a estudis comparatius.
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RESULTATS

I. ESTUDI AMB HEMATOXILINA & EOSINA

A. Canvis morfologics en el neocortex i I'hipocamp

1. Animals irradiats en el dia embrionari 14 (RX ED 14)
Examen amb H&E els dies ED 161 ED 18

El ED 16 es veuen canvis importants respecte a l'animal control (fig. 5 i
6). El gruix de la paret de la vesfcula telencefalica estd reduit, en haver-se produit
necrosis severa en la capagerminal (zona ventricular i subventricular que ocupen nor-
malment mes de les 2/3 de la paret. Les cél.lules necrotiques son fagocitades per ma-
crofags els quals es troben tant en el parénquima com en la llum ventricular. Les cel-
lules de la placa cortical incipient continuen en el seu lloc perd degut a la distorsié
soferta no mantenen la posicio radial habitual.

En ED 18 el canvi més remarcable (fig. 22 i 23) es lapariciéde acumulacions
de neurones immatures de forma circular i amb centre acel.lular o no que es troben
fora de la capa germinal i per sota de la placa cortical. Aquestes acumulacions s’ano-
menen rosetes i son centres germinals ectopics amb unpa capacitat generadora poten-
cial molt gran. Des d’elles i en totes direccions es poden veure fileres de neurones
immadures que s’orienten especialment cap a la substancia blanca. Aquestes altera-
cions es descriuen acuradament en ED 22.

Examen amb H&E el dia ED 22

La grandaria del cortex esta disminuida moderadament respecte a la dels
animals .- control. S’observa un seguit remarcable d’alteracions sobretot evidents en
les regions subcorticals més que en el cortex mateix.

A part de les masses ectopiques subcorticals que en aquest grup atansen el
el seu maxim volum i que seran considerades més endavant és de destacar la presén-

cia encara d'un gran nombre de cel.lules en fase de migracid cap el cortex i que en-
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vaeixen practicament tota la capa intermedia o futura substancia blanca subcortical.
La capa ventricular és minima i ja no s’observa més que una resta incipient en la
part més profunda del cortex parietal. La capa subventricular en canvi, es pot reco-
neixer per les cél.lules amb les caracteristiques adients (nucli petit, polimorf i fosc) i
que es disposen de manera com si fessin un ‘“‘corrent” migratori des del ventricle,
part més lateral i basal fins a la regié cortical més dorsolateral, barrejat-se amb les
fibres de la substancia blanca (fig. 7 a 9). En alguns talls s’observa com aquesta
“corrent’” es divideix i unes cél.luleses dirigeixen cap a les masses ectopiques subcor-
ticals, mentre que altres van cap el cortex (fig. 19).

La substancia blanca és plena de cel.lules amb nucli oval a fusiforme, més
clar que les subventriculars generalment i que corresponen a neurones joves en migra-
cid, clarament retardada respecte als controls. Aquestes cél.lules es disposen en pe-
tits grups de aproximadament fins a 10 i es distribueixen erraticament pero en oca-
sions adoptant formes prou curioses. Per exemple en la fig. 20 s’observa un focus
germinal ectopic o roseta en la part dreta inferior des de la quees veu un vas que es
dirigeix diagonalment fins al cortex. El vas a part de les cél.lules endotelials, de nucli
fosc, prim i allargat té al seu voltant, com agafades, cel.lules de caracteristiques sem-
blants a les migratories i que donen |'impressié de recolzar-se en el mateix mentre
van al cortex. Aquest punt no pot ésser confirmat sense estudis amb microscopi
electronic ja que pot tractar-se de pericits. En la fig, 28 es pot observar també la
disposicié de les acumulacions ectopiques als dos cantos d’un feix de substancia
blanca que passa sense ésser interromput pel bell mig de la mateixa. Ja que com
hem dit abans, les ectopies es\formen després de la destrucci6é de la capa germinal
per la irradiacié, quan els feixos talemcorticals arriben a la zona intermeédia, no es
extrany que aquests grups ectopics es disposin en la situacié que trobin més fac-
tible, com és ara envoltant un feix de substancia blanca o un vas, completament a
atzar. Aquesta impressid mateixa es treu d’analitzar les figs. 27, 29 i 30.

En el cortex mateix poden distingir-se la subplaca, la placa cortical i la
capa l.

La placa cortical, amb els seus elements cel.lulars bipolars forma una capa .
d'un gruix aproximat de 6 a 8 cel.lules, ben apretades i ordenades en disposicié
vertical. Sota de la mateixa es veu la SUBPLACA CORTICAL, més irregular i cons-
tituida per 6 a 7 capes de cel.lules amb un nucli arrodonit i mes petit. La separacié

entre les dues capes és més evident en el cortex més lateral, on es veu una franja
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hipocel.lular situada clarament entre fa placa i subplaca corticals (fig. 8, 10).

La substancia blanca i la part inferior del cortex estan separades deficient-
ment en diversos punts degut a la gran densitat cel.lular que té la primera. S’obser-
ven rengleres de cel.lules de caracteristiques diverses que s’estenen des de la subs-
tancia blanca fins al cortex, de forma puntual i perpendicular al mateix. Les cél.lules
tenen nucli polimorf fosc i petit, i altres son de nucli fusiforme clar semblant a les de
la placa cortical. En aquests punts les cél.lules generades tardanament en els focus ec-
topics semblen completar correctament la seva migracié per separat, pero,de les de la
resta del cortex (fig. 25). En algun tall es pot veure alguna figura mitotica situada en
la subplaca cortical, a la part més profunda fet que no s’observa en el controls
(fig. 10 i 11). Aquestes mitosis es troben molt a prop d’un dels centres germinals ec-
topics o rosetes, pel que es probable que s’hagin produit en la roseta i després disper-
sat en moltes direccions des d’ella.

La PLACA CORTICAL té caracterfstiques ben definides en el cortex mes
laterolateral. Cél.lules amb nucli oval i clar, molt ben alineades en sentit vertical,
paral.lelament i més grans que les de la subplaca cortical. A mesura que ens despla-
cem cap a la regio interhemisferica es perd aquesta separacié entre les dues, encara
que no la diferenciacié. La continuitat del cortex esta interrompuda puntualment
per feixos de substancia blanca erratics que es dirigeixen fins a la capa |. Aquestes
irregularitats es poden veure més clarament en la regié interhemisferica, on podrien
ser-’exageracié del normal, és adir, del pas del cos callés d’un hemisferi a l'altre,
perd sense arribar a creuar-se com en els controls (fig 13 i 14).

iLa delimitacié entre la mart més externa de la placa cortical i la CAPA
MARGINAL o capa | és també dificil de fer en alguns punts del cortex lateral
degut a l'increment en la densitat cel.lular que es veu en la capa marginal en aquests
animals (fig. 24 i 26). Els tipus cel.lulars son diversos:

— Cel.lules de nucli oval clar a fusiforme de dimensié mitja orientat radial-
ment amb diversos nucleols i que semblen correspondre a les parts més
externes de la placa cortical més que no pasa la capa | i que s’observen
ocasionalment en acumulacions. ’

— Cel.lules horitzontals amb nucli irregular o bé oval/fusiforme més clar
situades preferentmentven la meitat inferior de la capa | i que s6n
potser el tipus predominant (Cajal-Retzius ?).
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— Cel.lules de nucli més petit, poligonal/rodd, més fosc, abundants en la
meitat superior de la capa |, amb diversos nucleols i que poden corres-
pondre a cel.lules glials algunes o a neurones d'axé curt les aitres. La
densitat cel.lular és molt irregular al llarg de tota la capa | pero s6n més
densos en els dos tergos laterals que en el medial interhemisferic

HIPOCAMP. El neocortex en els talls coronals es continua en sentit medial
amb |‘hipocamp, després d‘una breu transicié pel cortex prehipocampic, practica-
ment inexistent en aquestes preparacions coronals i molt més manifest en els talls
horitzontals.

El cortex subicular es veu constituit per 6-7 rengleres de cel.lules amb nucli
oval a fusiforme clar. Les més externes (en aquest cas les veines a I'estratum oriens)
son més allargades en sentit radial i les situades més a la vora de I'estratum radiatum
son més rodones. Tan el subiculum com el cortex de la banya d’Ammon estan inter-
romputs puntualment per feixos de substancia blanca. En aquests mateixos llocs,
en la part de I'estratum oriens es troben rosetes que semblen empenyer cap a I’es-
tratum radiatum travessant el pyramidale i dirigint com ones radials de cel.lules amb
nucli petit i fosc, immadures, en totes les direccions (fig. 13, 14, 17 i 18). El stratum
radiatum i moleculare-lacunosum estan molt poblats per cél.lules de dimensi6 més
petita que les del stratum pyramidale, amb nucli polimorf i dimensié variable. El

gyrus dentatus no sembla presentar alteracions.

Examen amb H&E el\diav PD:5

Respecte al dia ED 22 (aproximadament el dia del naixement) en PD 5
s’observen canvis importants. Han desaparegut gran part de les cel.lules que ocupa-
ven la substancia blanca incipent. En el cortex es delimita clarament la part inferior,
més madura, amb les capes V, VI, VII ben formades i s'observa una part superior
coresponent a la placa cortical a punt de desapareixer per a donar les capes superiors
del cortex. La diferencia tan ben definida entre placa cortical i subplaca cortical tal
com es veia en ED 22 en la regié més lateral no és ara gens evident. La capa | és
d’aspecte normal i ja no té la gran densitat cel.lular que s’observava en el dia citat

anteriorment. Ara la capa només té un discret increment en la seva cel.lularitat res-



79

pecte a etapes posteriors fet a expenses de cel.lules de nucli petit i rod6 barrejades
amb altres amb nuclis horitzontals allargats o bé polimorfs petits (Cajal-Retzius?).
Alguna cel.lula esta adherida a la capa pial, adoptant una forma triangle invertit sem-
blant al de les neurones horitzontals piriformes de Cajal

Les capes més superiors, és a dir, les I, [11 i1V sén en aquest moment poc
diferenciables entre sf. Amb hematoxilina-eosina es; veuen cél.lules amb nucli rodé
que formen un gruix variable de 4 a 6 sota de les quals es veu una part formada per
cel.lules d’'una mica més grandaria, perd, fins a tal punt barrejades que no és
possible diferenciar-les. La part més externa de la placa cortical sembla fer ondula-
cions sobre la capa I, a la que semblen entrar puntualment. En aquesta mateixa
part més externa de la placa cortical s'aprecien interrupcions en la continuitat
cel.lular amb zones de hipo o acel.lularitat.

En conjunt dona la impressié d’una irregular estructura columnar, perpen-
dicular o obliquada respecfe a la superficie pial, aspecte que continuara mantenint
els dies segiients. La part més medial del cortex té un aspecte més homogeni sembla
dibuixar-se més clarament la placa cortical.

La capa V esta formada per un gruix de cel.lules variable de 1 a 3,amb el
nucli més gran i clarament distingible de les restants capes. La seva distribucid és,
perd, menys regular del que seria habitual ja en aquest dia en 'animal normal (fig.
31 a 34).

La capa VI esta constituida per 10 a més fileres de cel.lules petites amb dis-
posci vertical irregular amb alguns buits i acumulacions en el seu interior perd
molt més normal d’aspecte que les capes superiors.

La ‘capa' VII és distingible per les seves neurones amb nucli horitzontal
polimorf mig a gran i que a diferéncia de I'animal normal es disposen en acumula-

cions de 5 a 10 cel.lules, alternant amb espais hipocel.lulars.

HIPOCAMP: la banya d’Ammon esta desestructurada només puntualment
sobre tot en CA 1, degut a la dispersié de les cel.lules del stratum pyramidale. Les
neurones en situacid ectopica en CA 1 semblen incorporar-se a les masses ectopiques
subcorticals. Els gyrus desntat esta ben constituit i [’hilus es dens en cél.lules d'as-
pecte normal.
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Examen H&E en el dia postnatal 12

No hi han canvis remarcables aquest dia en el cortex. La capa | és d’aspecte
normal. Les capes |l-lll s6n encara poc diferenciables entre sf pero es veu amb certa
claretat la separacié entre les capes 1l-111 i la 1V, la qual esta constituida per neuro-
nes de nucli més petit que les de les capes superiors i ordenades irregularment. En les
regions intermeédies del cortex s'observen agrumollaments de cél.lules i espais hipo o
acel.lulars.

Les capes V, VI i VIl son prou semblants a la descripcio feta en el dia PD 5.
En general aquest dia crida |'atencio I’aspecte d’estructura columnar que té el cortex
i que ja no s'observa en I’animal normal (fig. 40, 41).

HIPOCAMP: esta molt ben format tret de la part CA 1 on es veu una inter-
rupcioé clara de la continuitat del stratum pyramidale degut al fet que les seves céel.lu-
les estan disgregades en les capes superiors i inferiors, tan cap al stratum oriens com
cap alstratum radiatumi moleculare-lacunosum. Curiosament les cel.lules més a la vo-
ra de l'inici de CA 1 son de nucli més petit,.rodé ifosc que les cél.lules ectopiques
de la part més voranera de CA 2,0on son més grans i clares, semblants-se més a les
que segueixen en lloc normal de CA 2 (fig. 42).

Examen amb H&E el dia PD 20

No s’observen canvis notoris. La capa | és normal i les capes lI-11] son sem-
blants al descrit per a PD 12. Les capes restants, tret de la VI on per primer cop ja
no es veuen clarament les acumulacions de neurones vistes en els dies anteriors. La
dimensié del cervell va creixent amb el pas dels dies (fig. 43).

Examen H&E el diaPD 45

El cortex té el seu aspecte definitiu, molt semblant a PD 20; es troba:
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Un gruix menor del normal.

La capa | es d’aspecte normal excepte per alguna protusié puntual de la ca-
pa Il sobre eila.

Les capes II-I11 romanen en aquesta tincié poc diferenciabies entre si. Te-
nen un aspecte com en ondulacions, amb espais situatsa la crestade 'ona on es troba
una acumulacié de cel.lules amb nucli petit, moltes orientades erraticament i que
semblen entrar en la capa |, alternant amb espais (la part més baixa de I'ona) on es
troben poques o cap cel.lula i que arriben fins a la capa 1V. Encara que la grandaria
de les cél.lules d’aquesta capa [I-11] es irregular, en llocs sembla que les cél.lules
més grans tinguin tendéncia a situar-se en les part més inferiors, com simulant una
capa l1l. L'incipent capa IV és en alguns punts poc diferenciable, pero es veu clara-
ment en altres formada per ceél.lules de nucli petit. La seva disposicié és prou irregu-
lar i sembla Ia de les capes superiors.

La capa V encara que no té una densitat homogenia es, perd, facilment re-
cognoscible per la grandaria de les seves neurones, les més grans del cortex en aquest
tall coronal i que amb la hematoxilina-eosina tenyeixen ocasionalment el seu peri-
carion que té forma piramidal, amb la dendrita apical quasi sembre ben orientada
perpendicularment cap a la capa marginal.

La capa VI és d’aspecte normal i en la capa VII és ara dif(cil recongixer les
acumulacions neuronals i fins i tot les mateixes cel.lules que semblen haver-se dis-
persat dins de la capa VI.

En el dia PD 45 la dimensié global del cortex cerebral es uns dos cops més
petit que el gruix de les masses ectopiques subcorticals.

L’'HIPOCAMP: té en quest tall un aspecte més normal essent només remar-
carble la preséncia d'algunes cel.lules ectopiques a la bahya d’Ammon les quals no
s’han incorporat a CA 1. El perfil de CA 2 i CA 3 sembla més irregular que normal-
ment. Aquest tall i el de PD 20 son correlatius i no poden ésser comparats excessiva-

ment si no que son més bé complementaris. La fascia dentata . és de caracterfs-
tiques normals.
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2. Animals irradiats en el dia embrionari 16 (RX ED 16)
Examen amb H&E el dia postnatal 7

El cortex s’atansa aquest dia al seu maxim grau de desorganitzacié. La di-
mensio del cervell és clarament més petita del normal.

Les capes superiors formen acumulacions irregulars, nodulars, de neurones
de dimensid petita a mitja i que emergeixen puntualment sobre la capa marginal,
P’aspecte de la qual, excepte én aquests punts, és normal, ocupada irregularment per
cel.lules de nucli petit, polimorf de coloraci6é variable, probablement d’estirp glial i
per algunes cel.lules horitzontals. Els noduls arriben a interrompre la capa | formant
com ponts entre {a pia i les capes 11-{V.

Les capes Il a IV no es poden distingir entre sf, com en les fases precoces
dels animals irradiats en ED 14 perd l'aspecte és encara més irregular. Poden veure’s
acumulacions de c&l.lules petites separades per un espai acel.lular d’un altre grup de
ctl.lules de dimensié més grossa, amb una desorganitzacié maxima.

Es remarcable el fet de que en-alguns llocs on manquen les cel.lules de la
part superior de les capes {I-IV a la capa | i quasi en contacte amb la piamater es
troba un grup ectopic cel.lular justament per sobre dei buit, com si en aquest punt
la migraci6 d’aquell grup de cel.lules no s’hagués aturat en la capa |l com és habitual
i.per la causa que fos hagués anat fins al Ifmit més proper com és ara la piamater (fig.

45 i 46). En altres punts feixos de subtiancia blanca arriben fins a la pia separant la
continuitat de les ctl.lules de cortex (fig. 47). _

La capa V es reconeix per les seves cel.lules amb nucli gran moltes de les
quals tenyeixen el citoplasma també en forma piramidal encara que no tan faciiment
com en els altres dies. En algdns punts semblen situar-se en grups.

~ La capa VI és d’aspecte poc cel.lular i es troben en el seu interior acumula-
cions cel.lulars nodulars, formades per cél.lules amb caracter(stiques semblants a
fa resta.
| La capa VII és poc recognoscible, {a substincia blanca subcortical és prima
i en aquest dia la dimensié de les masses ectopiques és menor queen ED 13. No
s’observen ja cél.lules migrant (fig. 48).
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HIPOCAMP: la banya d’Ammon esta interrompudaen diversos llocs per zo-
nes en les queé les cel.lules estan disperses en les capes superiors i inferiors. En aquest
cas les interrumpcions encara més freqiients son menys extenses i afecten sobre tot
a CA Tiellfmit CA 2-CA 3. El gyrus dentat esta ben format.

Examen H&E el dia postnatal 13§ 20

Aquests dies s’observa un augment discret del tamany del cervell respecte a
PD 7L’organitzaci6 corticalés, pero, tan defectuosa com llavors.

La capa | no té cel.lules anomales excepte en els punts on els noduls de cel-
lules de nucli ja més madur, petit i clar sobresurten des de la capa lI-l111 a dins de la
capa marginal, fins arribar quasi a la piamater (fig. 49 i 53).

Les capes 11-111-1V no sén diferenciables entre si i tot el gruix de la capa su-
perior, per sobre de la V, forma agrupaments o nodulst que empenyen o no sobre
altres capes, envoltats per arees clarament hipocel.lulars.

La capa V no seria clarament recognescible a no ser per la presencia d’oca-
sionals cel.lules de nucli gran caracteristiques, ja que la capa VI i la V estan barre-
jades (fig. 51 i 53). La desorganitzacib respecte al patré habitual és notoria.

Les capes inferiors i la mateixa substancia blanca estan, doncs, ocupades
per acumulacions ectopiques de cel.lules amb aspecte nodular irregularment distri-
buides, o sense cap forma clara. No es veuen, en canvi, masses ectopiques tan grans..
com les observades en dies previs (fig. 50).

L’hipocamp és d’aspecte semblant al dit en PD 7.

Examen H&E en el dia postnatal 45

La capa | és normal tret d’algunes interrupcions puntuals per cél.lules de les
-capes I-111.

Les capes iI-11l, mal definides, estin formades per neurones que en aquesta
tincié dibuixen el seu cos, de tipus piramidal petit a mig, amb una orientacié irregu-
lar de la dendrita apical pero majoritariament dirigida cer a la capa |. No hi ha alinea-
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ci6, s’observa probresa cel.lular i persistencia de I'aspecte columnar. En alguns
punts semblen disposar-se en cercle amb centre hipocel.lular i en altres prenen una
forma ondulada (fig. 55, 58).

La capa IV es pot delimitar entre les veines per les caracterfstiques cel.lu-
les petites d’aspecte no piramidal. Sota s’observen les cel.lules grans piramidals de
la capa V, potser més irregular i menys densa dl normal. ‘

La capa VI té un gruix i densitat un xic menors del normal. No es pot
definir la capa VII. Es veu una petita massa ectopica subcortical (fig. 56).

El cortex hipocampic es mostra més desestructurat en CA 3,CA 2amb la
caracteristica dispersid per les capes inferiors i superiors al stratum pyramidale. El
gyrus dentat és d’aspecte normal

3. Animals irradiats en el dia embrionari 18 (RX ED 18)
Examen amb H&E el dia postnatal 5

L’aspecte del cdrtex és encara for¢a immatur. En la part lateral es veu bé
la capa VII, formada per cel.lules de nucli oval gran amb tendéncia a estar col.loca-
des horitzontalment i no en acumulacions com les observades en els dies dnteriors.
La capa VI és ampla, constituint uns 2/5 del gruix total, amb densitat variable en
el seu interior, pero globalment amb un aspecte prou normal. La capa V amb les se-
ves cel.lules caracteristiques, formant ‘un gruix de 1 a 3 neurones. Per sobre d'aques-
ta es veu en la part lateral més que en la medial, un espai hipocel.lular puntualment
interromput per petites acumulacions cel.lulars, i que separa la capa V de les capes
superiors. Aquesta separacié hipocel.lular disminueix fins arribar a desapareixer
a mesura que ens desplacem cap el cortex interhemisferic (fig. 59). Les capes supe-
riors, que constitueixen la placa cortical no diferenciada estan formant una capa de
cel.lules densament empacades, de 4-6 cel.lules de gruix, petites amb nucli fosc i de
forma variable: les més superiors rodones a ovals, les més inferiors ja amb forma
triangular recognoscible i més grans que les anteriors, altres semblants a les més su-
periors, perd totes orientades verticalment, perpendiculars a la piamater.

La placa cortical en la part superior es continua amb la capa marginal.
El Ifmit entre les dues esta ben definit en la regid lateral excepte per molt discre-
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tes ondulacions puntuals, i la cel.lularitat de la capa | és normal perd en determina-
des zones un nombre anomal de cel.lules que sembla haver-se despres de la placa
cortical ocupa la zona marginal.

La irregularitat de la placa cortical creix progressivament cap a la regio
interhemisferica, veient-se acumulacions puntuals intercalades amb zones hipo-
cél.lulars, primer i amb pérdua de la separacidé placa cortical - capa V, amb pre-
séncia de grumolls (noduls) irregulars per sota i per sobre de la placa cortical, la
qual cada cop és menys definible. Més a la vora de la regié interhemisferica fibres de
substancia blanca subcortical tallen en dos la placa cortical, atravessat-la fins arribar
a la capa marginal. Sembla doncs, que en la part interhemisferica hagi sofert més
que la lateral el dany produit per la radiacié (fig. 61).

Un efecte diferent en les dues parts del cortex és previsible per la diferent
edat de maduracié de I’'una i I’altra com s’ha descrit en I’introduccid.

HIPOCAMP: es d’aspecte quasi normal excepte per una lleugera dispersié
en CA 1 i per una petita ectopia puntual (fig. 59 i 60).

Examen H&E el dia postnatal 12

Ja no es veu la placa cortical, la qual ha estat substituida per les capes Il-
IV que sén poc diferenciables entre si, irregulars i amb un aspecte de columnes
verticals, de vegades constituides per 2 a 3 fileres verticals irregulars de cél.lules.
A mesura que hom es desplaga cap a la regié intermisférica sembla que les columnes
son més irregulars i s'observen zones hipocel.lulars aiternants amb “noduls’” en les
capes superiors (fig. 62). Dins d’aquests ndoduls no s’observa cap ordre, ni d’acord
amb la dimensié cel.lular ni amb cap altra mesura. Les capes V i VI sdn recognesci-
bles; la VIl es veu encara amb una densitat normal pero més irregularment distri-
buida que en els controls, si tenim en compte la situacié cel.lular.

El cortex té un gruix semblant al normal. Les capes profundes estan ben
oranitzades. La capa V1 té una distribucid irregular amb agrupacions i zones hipocel-
lulars ocasionals. La capa V és reconeix bé pero estd adaptada a l’irregularitat de les
capes superiors. Per sobre de la capa V es pot veure encara aquest dia una franja

hipocel.lular que les separa clarament. L'aspecte de les capes superiors és en ondu-
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lacié sobre la capa |. En general recorda una mica el ‘‘status verrucosus deformis”
amb un aspecte columnar persistent.

Examen amb H&E el dia postnatal 20

No s'observa diferéncies importants. L'aspecte columnar és ben aparent.
La capa VII és menys cel.lular i s’observen noduls en la meitat superior del cortex
(fig. 63 i 64).

Examen amb H&E el dia postnatal 45

Persisteix I'aspecte descrit en PD 12. Noduls intracorticals i aspecte ondu-
lat de les capes superiors. Les neurones tenen una orientacid irregular de la dendri-
ta apical com es fa aparent amb I'H&E en els animals més grans en tenyir-se el cos
neuronal junt amb el nucli (fig. 65 i 67). L'hipocel.lularitat és un fet que cal no
oblidar en descriure 'aspecte global del cortex. Com ocorria en les preparacions
dels animals de la mateixa edat pero irradiats en altres dies, les cel.lules de la capa
V11 semblen haver-se dispersat en el mig de la substancia blanca i en lacapa VI. La
capa | esta puntualment aprimada per acumulacions de neurones de les capes Il a V.

L’hipocamp té I'aspecte desestructurat puntual en CA 1 de la banya d’Am-
mon degut a la dispersio de les cel.lules del stratum piramidale en les capes

superiérs i inferiors. La resta és normal (fig. 66).
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B. Canvis morfologics induit per radiacio: masses ectopiques subcorticals.
1. Animals irradiats en el dia embrionari 14 (RX ED 14)
Examen amb H&E el dia ED 22

Una de les caracteristiques principals de les malformacions induides per ra-
diacié en la vida embrionaria en la rata és I'aparicié d'importants masses cel.lulars en
la regié voranera al ventricle lateral en situacié ectopica. Aquestes masses poden
arribar a tenir en ED 22 el mateix gruix que té el cortex. Aquest dia i en els animals
irradiats en ED 14 s’observa la presencia d’un seguit important d’alteracions en les
regions subcorticals. Per una part es veu un gran nombre de cel.lules en posicio
anomala en la substancia blanca, probablement completant la seva migracié. Es
veuen també acumul.lacions cel.lulars caracterfstiques. amb centre clar o hipocel.lu-
lar, anomenades rosetes i que s6n en realitat centres germinatius ectopics produits
per la necrosi per radiacid de la capa germinal en aquets dies. Es poden distingir en
aquest animal dos tipus de rosetes o grumolls cel.lulars germinatius:

— La roseta tipica constituida per tres o més fileres conceéntriques de cel-
lules amb nucli fosc, poliform i petit, i situades en la substancia blanca
subcortical envoltant un centre acel.lular.

— Acumulacions cel.lulars atipiques. d’aspecte semblant a la roseta perd

més irregulars i sense centre acel.lular (fig. 14 a 21).

Aquests focus germinals ectopics se situen sobre tot en la substancia blanca
i semblen generar com rengleres helicoidals de cél.lules que es dispersen en totes les
direccions. Algunes rosetes queden incloses en l'interior de les masses subcorticals.

Una observacié interessant és que les ctl.lules que rodegen la roseta estan
en alguns punts orientades una davant de l‘altra seguint una mateixa direccié. Es
veu com aquestes cél.lules que parteixen de la roseta arriben fins a les capes inferiors
del cortex des de la immediata sibstancia blanca subcortical. Les cel.lules no se-
gueixen pero, una direccié vertical ascendent, més senzilla i directa, siné que més bé

semblen penetrar en ell en un punt més distant (fig. 25 i 27 a 30).
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Les masses ectopiques subcorticals se situen en els talls coronals entre el
neocortex lateral i els ventricles i aquest dia tenen el mateix gruix que tota la subs-
tancia blanca i la placa i subplaca cortical juntes. Estan formades per una gran
acumulacio cel.lular irregular i sense organitzacid distingible a primera vista. Poden
definir-se algunes diferéncies entre les seves parts. Es troben en primer lloc en la
part més externa d’aquestes masses uns noduls grans en nombre variable i que s’es-
tenen des de quasi la vora ventricular fins a la substancia subcortical en la gie sem-
blen endinsar-se (fig. 13). Estan constituits per cél.lules d‘aspecte madur amb nucli
clar, rodé a polimorf i gran. Els noduls estan separats uns dels altres per cel.lules
d’aspecte més immadur i que formen una filera definida que sembla originar-se en
rosetes tipiques o atipiques situades ~ en la substancia blanca subcortical, o
en el mateix gruix de les masses ectdpiques, en la seva part més externa (fig. 14 a 16)

Mentre que en el cortex lateral es distingeix bé la placa cortical amb les se-
ves cel.lules bipolars allargades amb forma de fus i densament empacades, en les
masses ectopiques del mateix tall aquestes no poden distinguir-se clarament, pero
predominen en les parts més periferiques dels noduls. Els tipus cel.lulars que es po-
den reconeixer sdn semblants als de la placa i subplaca cortical, no essent posible
identificar les cél.lules horitzontals de la capa I.

En els llocs on predomina ['aspecte de nodul gran i circular es poden arri-
bar a veure de 3 a 5 d’aquests cercles els quals se situen preferentment en la part
més externa del conjunt de la massa ectopica. El Ifmit entre un nodul i I'altre es
quasi sempre prou definit, especialment perque els espais entremig estan ocupats per
cel.lules de caracteristiques diferents, més fosques, allargades i petites i situades una
davant de l'altra com en renglera que rodeja el nodul (fig. 16). La part central
d’aquests noduls esta formada per una barreja desordenada de neurones de nucli
clar, gran i rodé a polimorf, semblants a les de la subplaca cortical. No es pot defi-
nir a dins seu una distribucié per dimensié o forma. En alguns centres és més hipo-
cel.lular que la periféria. Les cel.lules de caracteristiques més immadures que com
hem dit envolten els ndduls, semblen originar-se en els centres germinals ectdpics o
rosetes les quals es troben situades variablement, perd sempre al voltant dels noduls,
en |2 substancia blanca subcortical o en I'interior de la mateixa massa ectopica sub-
cortical (fig. 14 a 16).

El terg ventricular de la massa ectopica no té I'aspecte nodular dels dos ter-

¢os superiors, ni cap forma definida. En aquesta part perd, hi ha una tendéncia que
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s’hi trobin ceél.lules amb nucli més petit que en el centre dels noduls, E! gruix d’a-
questa part varia molt, entre 5 a 15 capes irregulars de cel.lules. Puntualment apa-
reixen restes probables de la capa germinal ventricular (fig. 14) (c&l.lules orientades
verticalment ben juntes i amb nucli fosc i fusiforme), perd en la majoria de llocs
hi hauna separaci6 acel.lular entre el ventricle i la primera capa de cel.lules.

La densitat de la massa no es homogeénia oscilant entre zones de gran cel.lu-
laritat amb altres en les que no es troben quasi cel.lules (fig. 15).

Examen H&E dia postnatal 5

S’han definit més els noduls i diferenciat de la resta de la massa ecdpica. La
proporcié s’ha invertit i esta ocupada per la porcié no nodular en uns dos tergos del
gruix total. Respecte a ED 22 es veu que han madurat i es distingueixen ja algunes
cel.lules que per dimensié i forma correspondrien a la capa V del cdrtex normal i
que se situen en la part més llunyana del ventricle lateral, de forma irregular. En !’in-
terior dels noduls es veuen més dificilment aquestes cél.lules piramidals grans i fa
majoria de cel.lules tenen nucli mig polimorf i clar i estan situades irregularment.
Feixos de substancia blanca que parteixen de la regi6 subcortical entren a dins de
les masses i rodegen alguns dels ndduls separant-los de la resta de teixit ectopic.

D’aquest dia cap endavant els canvis que s’observen sén minims, veient-se
una pérdua de l'aspecte de grans noduls i de la diferenciacié entre aquestsi la resta
de massa ectdpica, no essent possible diferenciar tipus cel.lulars.

La irradiacio en els dies ED 16 i ED 18 no produeix masses subcorticals
ectopiques, excepte en ED 16 en que es veu una minima acumulacié d’aspeéte oval
a la vora mateix del ventricle i amb un gruix maxim de 8-10 c&l.lules (fig. 48).
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Fig. 1 — Animal control ED 16. Aspecte de la paret de la vesicula telencefalica. La
capa marginal conté cellules amb nucli horitzontal de gruix variable. Els elementsde
la plca cortical (PC) es distingeixen per Vorientacié radial, el nucli oval allargat, so-
vint amb diversos nucleols, El gruix de la PC varia entre 5 a 8 cel.lules. Sota la PC es
veuen algunes neurones amb nucli horitzontal (cap de fletxa), més madures que les
de les capes inferiors i que corresponen a la capa VII. La zona intermedia, de menys
cebilularitar i la“capa subventricular, de gruix considerable i"amb neurones sense
arranjament radial i nuclis polimorfs i foscos ocupen les pafts immediatament infe-
riors a la PC. Les separacions entre la PC | la zona intermedia i entre aquesta i la capa
subventricular no estan ben definides. La capa ventricular es reconeix pel seu arranja-
ment radial i per I'aspecte fusiforme i prim del seus nuclis. Una figura mitotica es

pot veure clarament (asterisc). V: ventricle: P: piamater. (Tinci6 de Richardson x
400),



Fig. 4 - Animal control PD
30. Neocortex.



_ RX 14 ED 16. E| gruix de la paret de Ia vesfcula cerebral es

fcomparar amb l'animal control) degut a la necrosi cellular induida per la ,gé%&ﬁ:‘%é

Es veuen macrofags {asterisc) dins el parénquima, fagocitant el material necrotic.
(Tincié de Richardson x 400). ' ' ' ' . .




Fig. 7 — RX 14 ED 22, Zona germinal ventricular (1) i subventricular (2] des de les
gue s'origina un nombrés grup de petites celilules (cap de fletxa) que arriba fins a la
substancia blanca [SB) sota del neocortex (N). Ventricle (V), plexe coroidal (P)
cortex olfactori {0Q), nuchi amigdal( (A), hipocamp (H) massa ectopica subcortical
(asterisc). H&E x 40. :

Fig.8 - RX 14 ED 22, Detall de la zona germinal (asterisc gran). Les cel.ules origi-
nades son homogenies, amb nucli petit i fosc, densament agrupades i compatibles
amb céllules migratories {fletxa). Placa cortical (PC), subplaca cortical (SPC), subs-
tanciablanca (SB) | massa actopica subcortical (asteris petit). H&E x 100.




~ naaltra map& ‘
les mwramfzes i la regio hipocampica, entre la qual
~ci6 anormal de cel.lules (asterisc fosc \
terisc clar). Dins de I'e ectopia-es pf:}den veure grumolls de ¢ }Iuies amb nuc i meés f’mc
que corresponen a zones germinals ectopiques {caps d ?‘f%etxa) Placa cortmai {1y,
subplaca cortical (2), hi ponamgﬁ {H} H&E x 40. : -

profur 3da de 1 subpiaca cortica Uﬂa ﬂgura mm)tICEi {F‘I‘étxa) Altres elemants que
han commeta{ recentment la seva divisio es poden recmetxer {caps de ﬁetxa} H&E
X 100




Fig. 11112 - RX 14 ED 22
Detalls a mes aument de la
figura mitotica (asterisc).
H&E x 250 | x 1000 res
pertivament.




