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RESUMEN

Los estudios que abordan la organizacion citoarquitectonica y celular de la corteza
prefrontal son de gran utlidad, ya que sirven como punto de partida para
comprender como de la actividad cortical emergen las funciones mentales
superiores, ademas, ayudan al esclarecimiento de las bases neurobiolégicas de
enfermedades como los trastornos del estado de animo, la esquizofrenia, los
trastornos del espectro autista y enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer. En el presente estudio la proteina del nucleo neuronal (NeuN) y las
proteinas atrapadoras de calcio (CaBP), Calbindina (CB), Calretinina (CR) y
Parvoalbumina (PV) se usaron como marcadores neuroquimicos para estudiar la
organizaciéon laminar de la porcion orbital del area 10 (100) y del area 24,, asi como
las caracteristicas morfologicas de las interneuronas identificadas con las CaBP,
especificamente en la lamina VI de ambas areas corticales en sujetos humanos sin
evidencia de anormalidad. Las areas 100 y 24 son histolégicamente granular y
agranular respectivamente. En el area 100 no se encontraron diferencias en el
espesor cortical total entre hemisferios cerebrales, en el area 24 en cambio, se
encontré que el hemisferio derecho tiene un mayor espesor cortical. Mientras que
en el area 100 hay un predominio de las laminas supragranulares, en el area 24 las
laminas con mayor desarrollo son infragranulares. Al compararlas entre si el area
24 tiene un mayor espesor cortical que el area 100, a expensas de un mayor espesor
en las laminas infragranulares del area 24. En la lamina VI de ambas éareas
corticales las neuronas inmunoreactivas para PV son las mas numerosas y las de

mayor tamafio, las caracteristicas morfolégicas de cada sub poblacion de



interneuronas, CB+, CR+ y PV+ no variaron de forma significativa entre areas
corticales o entre hemisferios cerebrales. ElI predominio de las células
inmunoreactivas para PV en la lamina VI de ambas areas corticales sugiere una
preponderancia de esta poblacion neuronal en la modulacion de circuitos
corticotalamicos involucrados en procesos atencionales o en la seleccion de

estimulos.

Palabras clave: Area 10, area 24, NeuN, interneuronas, proteinas atrapadoras de

calcio.



ABSTRACT

Studies addressing the citoarquitecture and cellular organization of the prefrontal
cortex are very useful as they serve as a starting point to understand how from
cortical activity higher mental functions emerge, also, it helps to clarify the
neurobiological basis of diseases such as the mood disorder, schizophrenia, autism
spectrum disorders and neurodegenerative diseases like Alzheimer's. In the present
study neuronal nuclei protein (NeuN) and calcium binding proteins (CaBP), calbindin
(CB), calretinin (CR) and parvalbumin (PV) were used as neurochemical markers to
the study of the laminar organization of the orbital portion of area 10 (100) and area
24, besides the distribution and morphological characteristics of interneurons
identified with CaBP, specifically in lamina VI of both cortical areas in human
subjects with no evidence of abnormality. The 100 and 24 areas are histologically
granular and agranular respectively. In the 100 area no differences in total cortical
thickness between cerebral hemispheres was found, on the other hand, in area 24
it was found that the right hemisphere has a greater cortical thickness. While in the
100 area there is a predominance of supragranular layers in the 24 area the most
developed are the infragranular ones. Compared to each other, area 24 has a
greater cortical thickness than 100 area has, at the expense of a greater thickness
in the infragranular layers in area 24. In the layer VI of both cortical areas, PV
immunoreactive neurons are the most numerous and larger, the morphological
characteristics of each subpopulation of interneurons, CB+, CR+ and PV+ did not
differ significantly between cortical areas or between cerebral hemispheres. The

prevalence of PV immunoreactive cells in layer VI of both cortical areas suggests a



preponderance of this neuronal population in modulating corticothalamic circuits

involved in attentional processes or in the stimuli selection.

Keywords: Area 10, Area 24, NeuN, interneurons, calcium binding proteins.
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1. INTRODUCCION

Durante el siglo XIX se consolido la teoria celular y con ella el principio de que la
célula es la estructura basica de los seres vivos y la unidad fundamental de las
funciones biologicas (1), también en este siglo llegaria a considerarse que la
enfermedad era el resultado de la alteracidon en las células en el organismo (2). En
el Sistema Nervioso esta unidad estructural y funcional esta representada en las

neuronas.

El estudio de la Corteza Cerebral -estructura de mayor complejidad en el Sistema
Nervioso- ha permitido conocer una gran diversidad neuronal y un patrén general
de organizacion en laminas y columnas (Mountcastle, 1954; Jones y Col., 2000) que
discurren de forma paralela y perpendicular a la pia madre respectivamente. En
relacion al componente celular se distingue dos tipos principales al interior de la
corteza cerebral, las células piramidales encargadas fundamentalmente de la
actividad excitatoria y las interneuronas encargadas de la actividad inhibitoria (3).
Desde una perspectiva funcional se considera que la corteza cerebral,
particularmente la corteza prefrontal -porcion mas anterior del I6bulo frontal, por
delante de las areas motora y premotora- es el sustrato biolégico de las funciones
mentales superiores, el comportamiento y la interpretacién que hacemos del mundo

(Creutzfeldt, 1977; Fuster, 2001).

Los avances técnicos del siglo XX permitieron el desarrollo de diversas técnicas
para el estudio de la estructura y funcion de la corteza cerebral, sin embargo,
nuestro conocimiento al respecto dista de ser completo. Hay en la literatura reportes

sobre la organizacion celular de la corteza cerebral del hombre, primates no



humanos y otros mamiferos, sobre todo respecto a cortezas posteriores y de las
laminas supragranulares, pero la descripcion de aspectos como la densidad, forma,
tamafio y patrén de arborizacion de las células de la corteza prefrontal humana,
particularmente de las interneuronas de las laminas infragranulares no se ha

completado aun.

En este trabajo de investigacion se estudio la organizacion y morfologia de las
interneuronas de la lamina VI en las areas 10 orbital (100) y 24 de la Corteza
Prefrontal (CPF) Humana. Para este fin se utilizaron marcadores dirigidos contra las
proteinas atrapadoras de calcio: Calbindina (CB), Calretinina (CR) y Parvoalbamina
(PV), las cuales permiten distinguir entre subpoblaciones de interneuronas, se
estudiaron ademas areas homoélogas de ambos hemisferios con el fin de establecer

si existen asimetrias entre ellos.

Partiendo del paradigma de la teoria celular, estudios como el presente que abordan
la organizacién de la citoarquitectura de la corteza prefrontal resultan de gran
utilidad al tratar de comprender como de la actividad cortical emergen las funciones
mentales superiores, y también, ayudaria a establecer las bases neurobiol6gicas de
enfermedades mentales tales como los trastornos del estado de animo (depresion,
mania), esquizofrenia e incluso trastornos del espectro autista al servir como punto
de referencia de la citoarquitectura normal de las interneuronas de la corteza

prefrontal humana.



2. MARCO TEORICO

2.1 Corteza Prefrontal

Macroscopicamente la Corteza Prefrontal -CPF- corresponde a las areas corticales
del I6bulo frontal anteriores a las areas motora -BA 4- y premotora -BA 6- (4, 6),
atendiendo a un criterio de conectividad también puede ser definida como la regién
de la corteza cerebral que recibe aferencias del nacleo dorsomediano del tdlamo
(6). Se distinguen en ella tres superficies: Dorsolateral -BA 9, 46, 47/12, 45, 10-,
Medial -BA 24, 25, 32, 10- y Orbitofrontal -10, 11, 12, 13, 14-, Figura 1, que en
conjunto son consideradas el sustrato anatémico de los procesos cognitivos mas
complejos, sin embargo, se acepta que hay una mayor participacion de cada una
de estas subregiones en tareas especificas, de modo que la superficie dorsolateral
se relaciona principalmente con funciones ejecutivas, la memoria operativa,
atencion sostenida/selectiva (Baddeley, 1992; Fuster, 2000; Jurado y Rosselli,
2007), la superficie medial con el procesamiento emocional, motivacién, control
autonémico y (Habib y Col., 1996, Stone y Col., 1998, Fellows, 2007) la superficie
orbitaria con la conducta social y la integracion sensorio-emocional (Barbas, 2006,

Cummings, 2007).

La CPF humana representa el 29% del volumen cortical total en seres humanos (5),
en términos absolutos es tres veces mas grande que la de los grandes simios (7),
mamiferos mas cercanos al hombre en la escala filogenética, pero en conjunto, su
tamafio no es mayor al esperado para el cerebro de un simio de tamafio humano

(Semenderifiy Col., 2002). La similitud en las dimensiones globales de la CPF entre



hominidos sugiere que la diferencia existente entre las habilidades cognitivas del

hombre y otros primates subyace en las diferencias microestructurales.

Figura 1. llustracion de las superficies de la Corteza Prefrontal Humana.

Superficie Dorsolateral

Superficie Orbitaria

Superficie Medial

llustracion de las superficies dorsolateral, medial y orbitaria de la corteza prefrontal
humana en la que se incluyen la nomenclatura de las areas corticales sugerida por
Brodman (1909). Actualmente se reconoce que el area 47/12 se extiende desde el
giro frontal inferior en la cara dorsolateral hasta el giro orbitario lateral en la cara
orbitaria (Ongtr y Col., 2003) y el area 13 se localiza en el giro orbitario medial y se
extiende hasta la superficie medial del Iobulo frontal al igual que el area 14.
Adaptado de: Fuster, J. M. (2008). The Prefrontal Cortex. Los Angeles: Elsevier.



MicroscoOpicamente las areas corticales de la region prefrontal presentan diversidad
citoarquitectonica, se encuentran en ella sectores de organizacion laminar granular,
disgranular y agranular (9, 10). Esta heterogeneidad histoldgica es el resultado de
la convergencia de dos vertientes evolutivas separadas, una paleocortical que se
origina en la corteza olfatoria y otra arquicortical de origen hipocampal (Dart, 1934;
Abbie, 1940; Sanides, 1969; Barbas y Pandya, 1989), que avanzan en sentidos
opuestos hasta coincidir en el aspecto dorsolateral del I6bulo frontal (6,11). Durante
esta migracion ocurre un proceso de diferenciacion que incluye un aumento del
grosor cortical, una mayor definicién laminar y finalmente la apariciéon de células

granulares (Sanides, 1964, 1970).

Atendiendo a estos parametros de diferenciacion Dombrowski y Col., (2001)
clasificaron las areas corticales prefrontales en cuatro categorias: agranulares (que
carecen de una lamina IV, (como el area 24), disgranulares (lamina IV rudimentaria,
como las areas 25,13, 32) y eulaminadas bien de tipo | (area 9, 10, 11, 12) o de tipo
Il (&rea 46) que se distinguen por la mejor definicion laminar y mayor grosor de la
lamina IV en las de tipo Il (12, 13). En adicion a la organizacion laminar, se ha
descrito que la distribucion de las interneuronas gabaérgicas inmunoreactivas para
las proteinas atrapadoras de calcio Calbindina (CB), Calretinina (CR) vy
Parvoalbumina (PV) varia entre las distintas areas de la corteza prefrontal. En 2001
Dombrowski y Col.,, describen una mayor densidad de interneuronas
inmunoreactivas para CB en las cortezas de tipo granular y disgranular al
compararse con las que son inmunoreactivas para PV, diferencia no observada en

las areas eulaminadas donde la inmunoreactividad para ambos marcadores fue



similar; respecto a la marcacion con CR, la distribucion de las células

inmunoreactivas fue similar en los diferentes tipos de corteza (14).

2.2 Area 10

El area 10 ocupa el polo frontal, se extiende a través de las superficies lateral, medial
y orbital del I6bulo frontal y establece conexiones bidireccionales con otras areas
prefrontales y algunas estructuras subcorticales (15, 16). Funcionalmente se le
relaciona con procesos cognitivos (Pandya y Yeterian, 1990; Fuster, 2000), el
control de impulsos, la toma de decisiones, el control de la motivacién y la atencién
y el desarrollo de tareas que requieren de gran precision (Ongur y Price, 2000).
Alteraciones estructurales o funcionales de esta area cortical se han asociado a
trastornos del neurodesarrollo como trastornos del espectro autista, trastorno de

déficit de atencion e hiperactividad y esquizofrenia (17).

2.2.1 Localizacion

Segun la descripcion original de Brodmann (1909), el area 10 o area frontopolar
ocupaba el aspecto anterior del giro frontal superior y medio en la convexidad del
hemisferio sin extenderse medialmente hasta el giro callosomarginal o giro cingulo,
e inferiomedialmente se extendia hasta el surco rostral superior (18).
Posteriormente Walker (1940) la extenderia también a la superficial orbitaria del
I6bulo frontal. Carmichael y Price (1994) y mas recientemente Ongury Col., (2003),

prolongaron la extension del area 10 en la corteza cerebral humana en la superficie



medial hasta el giro cingulo, cerca al rostro del cuerpo calloso, ademas, atendiendo
a criterios citoarquitectonicos la subdividieron en tres porciones a partir del polo
frontal: polar (10p), rostral (10r) y medial (10m) (20). La porcidén 10p esta presente
en las tres caras del I6bulo frontal: en la cara lateral se extiende desde el polo y
limita posteriormente con las areas 9 (giro frontal superior), 46 (giro frontal medio) y
47112 (giro frontal inferior) (Petrides y Pandya, 1999); en la cara medial esta porcién
limita caudalmente y sentido dorso-ventral con las areas 9, 32, la porcién rostral del
area 10 y el area 11 que se extiende desde la superficie orbitaria; en la cara basal
se ubica en el giro orbitario anterior por delante del area 11. La porcién rostral (10r)
y medial (10m) del &rea 10 se encuentran en la superficie medial del I6bulo frontal:
la porcién rostral limita ventralmente con el aspecto medial del area 11 y
dorsalmente con el &rea 32, la porcion medial limita en sentido dorsal con el area

24 y con las areas 32y 14 en sentido caudal y ventral respectivamente (19-21).

2.2.2 Citoarquitectura

Las caracteristicas citoarquitectonicas del area 10 son similares entre los
hominidos, hay, sin embargo, en el cerebro humano, pequefias variaciones en su
organizacion que lo diferencian de otras especies de la familia (23). Semenderifi y
Col., (2001) estimaron que el hemisferio derecho del humano tiene un numero
considerablemente mayor de neuronas que el de otros hominidos (humanos:
254.400, chimpanze:64.500, bonobo: 63.500, gorila: 45.900, orangutan: 63.000
gibbon: 8.000) mientras que su densidad neuronal es menor (humanos: 34.014 x

mm?, chimpancé: 60.468 x mm3, bonobo: 55.690 x mm3, gorila: 47.300 x mm?,



orangutan: 78.182 x mm? gibbon: 6.250 x mm?), esta menor densidad da cuenta del
aspecto “palido” del area 10 en comparacion con las areas corticales vecinas, es
decir, que la densidad neuronal del area 10 no solo es menor al compararse con
otras especies, sino que también es menor que la de otras areas de la corteza
cerebral humana. De otro lado, en el area 10 humana el neuropilo representa una
mayor porcion de la sustancia gris que en otros primates. Jacobs y Col., (2001)
cuantificaron un mayor nimero de espinas dendriticas por célula y mm? de tejido

cerebral en el &rea 10 que en otras areas de la corteza cerebral humana (23, 24).

El area 10 tiene una organizacion hexalaminar, sus laminas supragranulares
representan el 40-43% del espesor cortical total, mientras que las infragranulares
representan el 39-41% (23,25). Segun la descripcién hecha por Semenderifi y Col.,
(2001) sus laminas | y Il son delgadas con un espesor relativo de 11% y 9%
respectivamente, en la lamina Il se encuentran células piramidales y granulares de
menor tamafio que en las laminas siguientes. La lamina Ill, mas gruesa, tiene un
espesor relativo del 31%, mientras que en la lamina IV este oscila entre un 6 y 9%.
La lamina V tiene un espesor del 17%, y es posible subdividirla de acuerdo al
tamafo y densidad de sus células piramidales en una lamina Va superficial y otra
Vb mas profunda, de estas, la capa mas superficial esta ocupada por neuronas
piramidales de mayor tamafo y tiene una mayor densidad celular. Finalmente, la
lamina VI est& poblada por células piramidales medianas y fusiformes y su espesor

cortical relativo es del 23%.

En 2003, Ongiir y Col., publicaron sus observaciones sobre la arquitectura del area

10 en el humano (20), mediante el uso de técnicas de histoquimica (Nissl) e



inmunohistoquimica (anticuerpos dirigidos contra la proteina de la mielina,
parvoalbumina, acetilcolina y SMI-32). segun sus hallazgos, el &rea 10 podria ser
subdividida por sus caracteristicas citoarquitecténicas en tres segmentos, en
sentido rostro-caudal 10p, 10r, 10m. De acuerdo con la descripcion de los autores,
la porcién 10p es la de mayor espesor cortical, muy granular, con una lamina Il
sublaminada (llla y 1lllb) y una menor densidad celular en las laminas
infragranulares, la porcién 10r tiene una lamina Ill menos desarrollada y la porcion
mas posterior, 10m, aunque granular, tiene una lamina IV méas delgada. La
heterogeneidad arquitectonica del area 10 es el resultado de las dos vertientes
evolutivas que dan lugar a ella, la primera de origen paleocortical que deriva en la
cara orbitaria y la segunda de origen arquicortical que deriva en la cara dorsal

(Barbas y Pandya, 1989).

Al compararla con las areas vecinas, el area 10 tiene un mayor grado de definicion
laminar que las areas prefrontales de la cara medial (areas 24, 32), pero menor que
las de la superficie dorsolateral (areas 9 y 46). Su lamina Il es mas delgada y tiene
una mayor densidad celular que las areas 9 y 46 de la superficie dorsolateral
mientras el desarrollo de las laminas Il y IV es similar entre ambas regiones.
Adicionalmente sus laminas Va y Vb son menos prominentes que las del area 11

(superficie orbital) (20-25).



2.2.3 Quimioarquitectura

En adicion a las técnicas de histoquimica clasicas, el uso de anticuerpos marcados
contra proteinas del tejido nervioso ha permitido una mejor caracterizacion del
mismo, entre estos se cuenta la utilizacion de marcadores dirigidos contra la
proteina de la mielina, la enzima acetilcolinesterasa, anticuerpos como NeuN, que
es afin a una proteina nuclear de las células nerviosas, o SMI-32 que marca
proteinas presentes en los neurofilamentos (20, 26). Otros marcadores de gran
utilidad son los anticuerpos dirigidos contra proteinas atrapadoras de calcio como

Calbindina (CB), Calretinina (CR) y Parvoalbamina

Las neuronas positivas para PV, CB y CR representan subtipos diferentes de
interneuronas gabaérgicas (14, 28-29). En la corteza prefrontal, hay una gran
concentracion de neuronas inmunoreactivas para parvoalbumina, su distribucién
tiene una progresion caudo-rostral y medio-lateral, de manera tal que su densidad
aumenta en el mismo sentido que la definicion laminar entre las areas corticales
prefrontales, siendo mayor en cortezas granulares como la porcion polar del area
10, se ha descrito también que su concentracion es mayor en la porcién profunda
de la lamina lll, la ldmina IV y en la porcion superficial de lamina V, asi como la
formacion de dos plexos celulares separados por la lamina IV, este ultimo hallazgos
fue reportado por Hof y Col., en 1995, aunque estudios mas recientes (Ongiir y Col.,
2003) no han encontrado una distribucion similar. Las inmunoreactividad de las
células positivas para CB es mayor en las areas de la superficie orbito-medial (area
13, area 25) que en las de la superficie dorsolateral (area 9, area 46) y su densidad

es mayor en las laminas supragranulares. La marcacién con CR tiene una



distribucion homogénea entre las areas prefrontales, excepto en el area 24 donde
es ligeramente menor y se concentran sobre todo en las ldminas supragranulares

(14, 30-31).

2.2.4 Conectividad

En la corteza cerebral de los primates el procesamiento de la informacion se hace
de forma jerarquica, la informacion se hace més abstracta desde las areas primarias
hacia las asociativas y multimodales. Al parecer, el area 10 no establece conexiones
directas con areas corticales primarias que se encuentran corriente abajo en la
organizacion jerarquica del flujo de la informacion en la corteza cerebral (15,24). En
este sentido, el &rea 10 se distingue de otras areas prefrontales por establecer, de
forma preferencial, conexiones reciprocas solo con areas supramodales de la
corteza prefrontal, la corteza temporal anterior y la regién anterior del cingulo
(13,21,32,33), de estas las mas abundantes son aquellas interconexiones con las

cortezas mas derivadas de la superficie dorsolateral (areas 9/46).

El area 10 tiene conexiones reciprocas con las areas 24,32 y 9 en la superficie
medial y con las areas 8, 9, 46, 47/12 y 45 en la superficie lateral (Petrides y Pandya,
1999), mientras que en la superficie orbitaria se comunica con las areas 11, 13y 14
(Cavada y Col., 2000). Las conexiones del area 10 se extienden mas alla de la
corteza prefrontal hasta el area 23 en las porciones posteriores del giro del cingulo
y el area 30 en la regién retroesplenial (Morecraft y Van Hoesen, 1993; Bates y

Goldman-Rakic, 1993) (13, 35-37). Se han documentado, ademas, conexiones con



la porcién disgranular de la insula —a través de la capsula extrema-, la region
parahipocampal en el I6bulo temporal -a través del fasciculo uncinado- (Bachevalier
y Col., 1997) (33), las areas asociativas del giro temporal superior (Hacket y Col.,

199) (38).

Ademas de sus conexiones corticales, el area 10 establece conexiones con
estructuras subcorticales, particularmente el talamo. La region dorso-lateral del area
10 establece conexiones bidireccionales con el nacleo dorsomediano del talamo
-region anterodorsal-, la regién medial del nlcleo anterior y la porcion magnocelular
del ndcleo ventral anterior, mientras que las regiones medial y orbitaria se
comunican con la region medial del nacleo Caudado, el nacleo Acumbens y la
porcién ventral del Putamen (39, 40, 41). Existen también conexiones con
estructuras mas ventrales del neuroeje como la sustancia gris periacueductal,
nacleos reticulares de la region tegmental del puente (42). De otro lado, se sabe
gue el area 10 recibe aferencias unidireccionales de los nlcleos Basales de Meynert

y la Banda Diagonal de Broca sin enviar conexiones directas a ellas (43).

2.2.5 Aspectos Funcionales

Debido a limitaciones técnicas para el estudio de la corteza frontopolar en el humano
y la limitaciébn de la extrapolacion de hallazgos en modelos animales aun se
desconocen muchos aspectos de las funciones de esta region cerebral (44). A partir
de la evaluacion de pacientes con lesiones en esta region y de los hallazgos en

estudios de neuroimagen como la resonancia nuclear magnética funcional o la



tomografia por emision de positrones, se le ha involucrado con una variedad de
tareas entre las que se incluyen: razonamiento, la organizacion del contenido
mental, el lenguaje, la planeacion, el aprendizaje de las normas, la memoria
espacial, memoria episédica, la motivacion, la introspeccioén, la divagacion mental,

la teoria de la mente y la memoria de trabajo verbal y no verbal (15, 16, 44-47).

La evaluacion de pacientes con lesiones de la corteza frontopolar ha mostrado las
limitaciones de estos para desenvolverse en situaciones de la vida cotidiana. A
pesar de tener un desempefio aceptable en pruebas neuropsicolégicas o medidas
del coeficiente intelectual (48) y que sus habilidades sociales, de lenguaje y
cognitivas se conservan, se ha descrito que tienen limitaciones especificas en el
desarrollo de tareas multiples de forma simultanea (Multitasking) y en situaciones
en las que deben escoger entre diferentes comportamientos y el mas apropiado no
es aparente a simple vista (49, 50). De otro lado, el estudio de sujetos normales
mediante técnicas de neuroimagen ha relevado una activacion del area 10 en una
variedad de tareas cognitivas, desde las mas simples como los paradigmas
condicionados clasicos hasta tareas mas complejas que requieren la solucion de
problemas, la memoria o un juicio de valor. A pesar de esto se ha descrito cierto
grado de especializacion funcional entre las superficies medial, mas activa durante
el desarrollo de tareas que requieren mentalizacién y la superficie lateral mas activa
al desempefiar tareas que requiere de la memoria episédica o la memoria operativa

(51, 52, 53).

Ramnani & Owen (2004), han propuesto condensar en tres las funciones de la

corteza frontopolar. La primera de ellas daria cuenta de la recuperacién de



informacion a partir de un estimulo externo, el cual se convertiria en un pensamiento
consciente. La segunda funcién, llevada a cabo por la superficie medial, es la fijacién
de la atencion, que permitiria mantener la informacion y las metas presentes
mientras se realizan tareas secundarias. La tercera funcion de la que seria
responsable el area 10 es la integracion del conocimiento, de forma tal que se
puedan cotejar de forma simultanea las relaciones entre los objetos y los

pensamientos.

Por su parte Burgess y Col., (2005) agruparon las teorias sobre las funciones del
area 10 en cuatro categorias. En primer lugar, su participacion en la Memoria
Episddica (54). En segundo lugar, Metacongicién, en esta categoria agruparon las
teorias que involucran al area 10 en la conciencia de nuestro propio estado mental
y el de otros -Teoria de la Mente- (55) la evaluacion, monitorizacién y manipulacion
de los pensamientos propios y el pensamiento dirigido a metas (56). La tercera
categoria denominada Adicion de Procesos (Sum processes) tiene dos
subcategorias, una de procesamiento segun la cual el area 10 es la encargada de
mantener el objetivo principal presente mientras se exploran objetivos secundarios
(57) y otra anatdémica segun la cual ejerce control cognitivo y selecciona entre
procesos y metas a través de su interaccion con las regiones dorso-laterales y
ventro-laterales del I6bulo frontal (58). En la cuarta categoria se encuentra la
Hipotesis del Modo Basal (The Default Mode Hypothesis), segun la cual en
condiciones de reposo la superficie medial de la corteza frontopolar redne y evalla

informacion del entorno y el medio interno, mientras que cuando se fija la atencion,



particularmente si es en una tarea nueva, la actividad en esta regién disminuye (59,

60).

2.3 Area 24

El &rea 24 ocupa la porcion mas rostral del giro del cingulo en la cara medial del
I6bulo frontal (61), establece conexiones con &reas prefrontales de la superficie
medial, orbitaria y con otras estructuras limbicas y paralimbicas (Vogt y Pandya
1987; Carmichael and Price 1996). Funcionalmente se le ha asociado con la
regulacion de la respuesta visceral y autonémica (Altman y Col., 2001), la expresion
emocional, el procesamiento de errores y la representacion de los requerimientos
internos (Phan y Col., 2002; Vogt, 2005). Alteraciones estructurales y funcionales
de esta region se han asociado a trastornos del estado de &nimo como la depresion
mayor o el trastorno bipolar y con sindromes dolorosos crénicos y el dolor

neuropatico (62).

2.3.1 Localizacion y Organizacion Citoarquitectonica

El giro del cingulo se distribuye en forma de arco alrededor del rostro, cuerpo y
esplenio del cuerpo calloso y ha sido dividido en tres segmentos: anterior, medio y
posterior (63). La regién anterior del giro cingulo incluye la porcion de este que se
encuentra por delante del rostro del cuerpo calloso hasta la porcidén de su cuerpo al
nivel de la comisura blanca anterior (64). Segun la descripcién hecha por Brodmann

(1909) el area 24 correspondia a la regién ventral anterior del giro del cingulo e



incluia la porcion ventral de la mitad anterior de este por delante del cuerpo calloso,
exceptuando una pequefia region del surco calloso que pertenecia al area 33 (18).
En la actualidad se acepta que el &rea 24 ocupa la region anterior del cingulo en la
superficie medial de ambos l6bulos frontales sobre la mitad anterior del giro, limitada
inferiormente por el surco del cuerpo calloso y superiormente por el surco del
cingulo, las areas vecinas corresponden a la region septal (area 25) que se
encuentra posterior e inferior, el area 32 dorsalmente y el area 23 en sentido caudal

(64).

A partir de las diferencias encontradas en su organizacion citoarquitectonica y
patrones de conectividad, la region anterior del cingulo se ha dividido en tres
subregiones, una ventral que corresponde a las areas 25y 33, otra rostral, areas 24
y 32 y una porcién mas caudal que incluye la regidbn mas posterior de las areas 24
y 32 y cuya notacion es 24" y 32 respectivamente, el area 24" se puede distinguir
de la 24 (mas rostral) por tener una menor densidad neuronal y una lamina V mas
delgada. Adicionalmente la region anterior del cingulo puede ser subdividida en una
porcién subgenual -inferior a la rodilla del cuerpo calloso- y otra pregenual -rostral y

dorsal a la rodilla- (Gittins & Harrison, 2004, Palomero-Gallagher y Col., 2008) (68).

Histologicamente el area 24 carece de lamina IV por lo que se clasifica como corteza
agranular. Atendiendo a criterios citoarquitecténicos ha sido subdividida en tres
porciones 24a, 24b, 24c (Braak’s, 1979). Las porciones 24a, 24b, 24’a, y 24’b se
ubican sobre el giro cingulo mientras que las porciones 24c y 24°c yacen sobre el
surco del mismo nombre (63, 64, 65). En términos generales las areas de la regiéon

anterior de cingulo tienen una lamina V prominente, el area 24 en particular se



distingue por tener una Lamina Va densamente poblada de células piramidales y
una ldmina Vb con neuronas mas dispersas, ademas, tiene unas laminas Il y Ill que
son claramente distinguibles. Las diferentes porciones de la region 24 (24a, 24b,
24c) se diferencian entre ellas por una mayor diferenciacion laminar a medida que
se alejan del cuerpo calloso. La region 24a tiene laminas supragranulares (ll, 111)
claramente diferenciables, pero sin un limite preciso y una lamina Va mas delgada,
mientras que la regién 24b exhibe una ldmina Il mas delgada que la anterior pero
mas densa y laminas infragranulares (Va, VI) con una mayor densidad neuronal. La
regién 24c, que puede ser subdividida en una porcién dorsal (d24c) y otra ventral
(v24c), tiene una lamina Il gruesa y una lamina Il con células piramidales uniformes
de tamafio mediano, densamente empacadas en la parte profunda de la lamina.
Ademas de las diferencias descritas, se han documentado diferencias en la
citoarquitectura entre las porciones subgenual y pregenual de las divisiones 24a 'y
24b, que se distingue en general por una mayor diferenciacién laminar y mayor
densidad neuronal en las areas pregenuales (Palomero-Gallagher y Col., 2008)
(68). Una ultima porcion del area 24, la porcion 24c’g (Vogt et al., 1995) ubicada en
la porcion mas caudal de la region anterior del cingulo, adyacente al surco, se ha
distinguido por contener células piramidales gigantes en la lamina Vb, que
recuerdan a las células gigantes de Betz de la lamina V en la corteza motora

primaria (66-68).

La utilizacién de anticuerpos dirigidos contra las proteinas atrapadoras de calcio,
Calbindina (CB), Calretinina (CR) y Parvoalbumina (PV) ha contribuido en la

caracterizacion citoarquitectonica la region del cingulo (94). El area 24a se



caracteriza por la presencia de células pequefias, bipolares inmunoreactivas para
PV en las laminas Il y Ill, mientras que en la lAmina V y VI se encuentran células
multipolares de mayor tamafio, la tincion del neuropilo -que es mayor en las ldminas
profundas- muestra dos bandas separadas localizadas en las laminas lll y V. El &rea
24b tiene un patrén de distribucion celular similar al area 24a en las laminas
supragranulares, sin embargo, en la lamina Il las células bipolares tienen un mayor
tamafo, ademas, la densidad celular es mayor en la ldmina V. La densidad neuronal
en el area 24c es mayor en todas las laminas respecto del area 24b y en la region
24c¢” (sobre el surco del cingulo) la inmunoreactividad para PV es mayor, hay células
multipolares en la lamina Il, la banda de neuropilo marcada en su lamina Il es mayor
que la que se encuentra en el area 24b mientras que la de la lamina V es similar. La
inmunoreactividad para CB tiene lugar sobre todo en las laminas supragranulares
mientras que en la lamina VI es escasa o inexistente. En el &rea 24a se encuentran
células ovoides y pequefias en las laminas Il y Ill, en el area 24b la densidad
neuronal es considerablemente mayor y muchas neuronas tiene la morfologia de
neuronas en doble bouquet, en la lamina Ill profunda es posible encontrar ademas
células multipolares de mayor tamafo, el patron de inmunoreactividad en el area
24b es bastante similar al area 24c excepto por la presencia de una mayor densidad
neuronal en esta Ultima. En términos generales, la corteza del giro cingulo muestra
una gran inmunoreactividad para CR, el area 24a exhibe una mayor densidad
neuronal en las laminas supragranulares que en las infragranulares, en el area 24b
hay una menor densidad en las laminas al compararla con las areas 24ay 24c, es
frecuente encontrar grandes células multipolares inmunoreactivas para CR en la

lamina | de la corteza del giro cingulo en humanos (94, 95).



2.3.2 Conectividad

La region anterior del cingulo se conecta con una gran variedad de regiones
corticales y subcorticales (75). Recibe aferencias de varios nucleos talamicos (en
una mayor proporcion que otras regiones corticales), ademas de aferencias
serotoninérgicas, noradrenérgicas y dopaminérgicas, desde los nucleos del rafe, el
locus coeruleus y el area tegmental ventral respectivamente. Existe, también, una
segregacion en términos de la conectividad de las subregiones de la region anterior

del cingulo (ventral, rostral y caudal) (64).

Las porciones ventral y rostral de la region anterior del cingulo estan vinculadas con
regiones cerebrales que participan en funciones autonémicas y visceromotoras. El
area 25 envia fibras directas a nucleos en el tallo cerebral (Bacon & Smith, 1993)
(78, 82) como el nucleo del tracto solitario, el nicleo ambiguo y el nucleo motor
dorsal del vago, mientras que las areas rostro-ventrales en conjunto (areas 24, 25y
32) podrian incidir en la funciéon autonémica de forma indirecta a través de sus
relaciones reciprocas con la insula (Mesulam & Mufson, 1982), la amigdala
(Mesulam & Mufson, 1982; Ongur & Price, 2000) y otras regiones que participan de
la regulacion autonémica como la sustancia gris periacueductal (Any Col., 1998), el
hipotalamo (Ongir y Col., 1998), la corteza orbitofrontal y el estriado ventral (Porrino
y Col., 1981; Vogt & Pandya, 1987) (77, 80, 81), ademas de las relaciones

bidireccionales con estructuras de la regidon parahipocampal y la corteza auditiva.

Por su parte las aferencias y eferencias de la porcién caudal de la region anterior
del cingulo -area 24c- estan segregadas entre la porcion de esta que se encuentra

sobre el surco del cingulo y la que esta sobre el giro. La region sobre el surco se



asocia con la funcion motora (Patrick y Col., 2001), recibe aferencias de nucleos
taldmicos relacionados con el cerebelo al igual que las areas somatosensoriales
secundarias -areas 5y 7- el &rea premotora y el area 46. Se proyecta de forma
directa a la médula espinal (Dum & Strick, 1991; He et al, 1993) el nucleo ventral
lateral del tAlamo (Clarke & Boggon, 1933) y los nucleos de la base -N. caudado y
Putamen- (70, 76), adicionalmente, tiene comunicaciones reciprocas con las areas
motoras primaria y secundaria. La region sobre el giro recibe aferencias del nlcleo
ventral posterior del tAlamo (Vogt & Sikes, 2000) encargada de relevar informacion
nociceptiva a la corteza cerebral proveniente desde la médula espinal a través del
tracto espinotalamico lateral, a su vez, la region anterior del cingulo se proyecta a
la sustancia gris periacueductal de forma directa y a través del ntcleo Parafascicular
-intralaminar-. Ademas del patrén de conectividad descrito, la gran densidad de
receptores para opioides que se han documentado en la region anterior del cingulo
(Jones et al., 1991; Vogt et al., 1995) la vinculan con el procesamiento del dolor (71-
73). Las conexiones intrinsecas de la region anterior del cingulo son copiosas entre
al interior de cada subregion, pero no entre ellas (Jones y Col., 2005), si bien las
conexiones entre la region ventral y rostral al igual que aquellas entre la porcion
sobre el surco y el giro de la regiéon caudal son abundantes, no se ha encontrado

evidencia de que haya una comunicacion similar entre estas subregiones (83).



2.3.3 Aspectos Funcionales

En 1878 Broca describié Le Grand Lobe Limbique, conjunto de estructuras que
incluian el giro del cingulo y que él vincul6é con la olfacion, posteriormente se le
vincularia con la emocién (Papez, 1937), la actividad autondémica y el
reconocimiento de la expresion facial (Smith, 1945) (61). Recientemente Vogt (Vogt,
1993; Vogt y Col., 2005) a partir de la informacion recolectada respecto a la
organizacién estructural del giro cingulo y sus conexiones han propuesto un modelo
neurobiolégico que divide esta area en 4 regiones: la region anterior del cingulo, el
cingulo medio, una region posterior y la region retroesplenial (69, 84). En términos
generales la regiéon medial del cingulo ha sido asociado con funciones motoras, la
interaccion social y la prediccion de errores (85), la region posterior del giro cingulo
se vincula con la orientacion del cuerpo en el espacio, funciones visuoespaciales
(Olson y Col., 1993, 1996), la memoria autobiografica y la regulacion del foco de
atencion (86-88) mientras que la region posterior se relaciona con la navegacion

topoquinética, la orientacién visuoespacial y la visualizacién de la memoria (89, 90).

Por su parte la region anterior del cingulo se ha vinculado con la regulaciéon
autonémica y la emocion. De acuerdo con James (1878) los estados emocionales
son el resultado de la interaccién entre las emociones y la retroalimentacion
visceral/autondmica desde estructuras periféricas al sistema nervioso central. Las
aferencias y eferencias descritas de la region anterior del giro cingulo la convierten
en el sitio ideal para servir como sustrato anatdbmico de esta interaccion (61). La
estimulacién eléctrica de esta region desencadena cambios en la frecuencia

respiratoria, cardiaca y en la presién arterial, adicionalmente, se asocia a midriasis,



piloereccion, rubor (Pool, 1954; Escobedo y Col., 1973; Talairach y Col., 1973) y
cambios gastrointestinales como nauseas, vomito y relajacién del esfinter anal y
vesical (Pool & Ransohoff, 1949; Meyer y Col., 1973) (77, 82, 91). Se ha
demostrado también en estudios imagenoldgicos una mayor actividad de la regién
anterior del cingulo en el procesamiento emocional (George y Col., 1995; Mayberg
y Col., 1999) el reconocimiento de caras que expresan un contenido emocional

(George y Col., 1993) y el procesamiento del dolor (65, 92, 93).

2.4 Lamina VI

El estudio de la lamina VI de la corteza cerebral ha recibido mucho menos atencion
que el de las ldminas supragranulares o incluso la lamina V tanto en el hombre como
en otros animales, de otro lado, la informacion existente proviene principalmente del
estudio del area somatosensorial primaria de diferentes especies, hay pocos
estudios disponibles en areas motoras, asociativas o en corteza cerebral humana
(96). Histologicamente, la ldmina VI se caracteriza por una gran variedad de tipos
neuronales (97), hay en ella diferentes tipos de células piramidales que pueden ser
distinguidas por el patron de arborizacion de su dendrita apical, células excitatorias

de morfologia no piramidal y una variedad de interneuronas.

La lamina VI es la primera en formarse en la neocorteza (Marin-Padilla, 1978) (98,
99), de igual forma, las neuronas piramidales de esta lamina que hacen parte del
circuito cortico-talamico son de las primeras en aparecer, justo después de las

proyecciones provenientes de la lamina V (Miller y Col., 1993) (100, 101). Ademas



de las células piramidales con proyeccion hacia el talamo (CT), que constituyen
aproximadamente el 30-50% de la poblacién glutamatérgica, hay una poblacién de
piramidales que envian sus axones a la misma corteza cerebral (CC), (102). En la
corteza somatosensorial primaria de la rata se ha descrito que las neuronas de
proyeccién al tdlamo se caracterizan por tener vértice apical que se proyectan hacia
laminas superficiales, con poca arborizacion local y colaterales que hacen contacto
singptico en la lamina IV de forma preferencial, mientras que las neuronas
piramidales que se proyectan a la corteza tienen una morfologia més variada que
incluye células bipolares y piramidales de vértice apical o invertido (103, 104). En
lineas generales se ha documentado que las células piramidales de proyeccion
taldmica tiene un patrén de disparo ténico mientras que las de proyeccion cortical

es fasico (105).

Respecto a las interneuronas de la lamina VI se sabe menos en comparacién con
las células piramidales. Se ha estimado que la proporcion de interneuronas en la
lamina VI varia entre el 10 y el 20%. Morfol6égicamente se han identificado células
en cesta, ubicadas en la porcion superior de la ldmina VI e interneuronas similares
a las células en cesta -basket like cells- que morfol6égicamente corresponden a
interneuronas multipolares, ademas de estas, se han descrito células en
candelabro, doble bouquet y Martinotti. La mayor parte de interneuronas en la
lamina VI hacen contacto sinaptico con otras células al interior de la misma lamina

(97).

La ldmina VI recibe aferencias excitatorias tanto corticales como talamicas. Las

aferencias corticales provienen fundamentalmente de las laminas V y VI y en menor



proporcion de las laminas Il, 1l y IV. Las células piramidales tanto CT, como CC
forman circuitos intralaminares, mientras que las células CT hace contacto sinaptico
principalmente con interneuronas, las células CC lo hacen con otras células
piramidales. -la mayor proporcion de contactos inhibitorios que reciben las
interneuronas de la lamina VI provienen de células en la propia lamina (105, 106).
A diferencias de sus aferencias excitatorias, las aferencias inhibitorias hacia la
lamina VI provenientes de la [amina IV son mucho mayores, particularmente de las
células en cesta y doble bouquet de esta ldmina, la lamina VI a su vez le envia
aferencias tanto excitatorias como inhibitorias a la lamina IV, las Ultimas a través de
células en cesta grandes, mientras que las células de Martinotti de esta lamina

probablemente inervan las laminas VI a | (107).

2.5 Interneuronas Gabaérgicas de la Corteza Cerebral

La actividad cortical es el resultado del sinergismo entre la excitacion y la inhibicion,
por ejemplo, estimulos simples como una linea vertical en el campo visual
desencadenan de forma simultdnea actividad excitatoria e inhibitoria en la corteza
visual primaria (Anderson y Col., 2000) (108, 109). Otro ejemplo de la estrecha
relacion entre la actividad cortical y la actividad inhibitoria es la disminucion
observada en la concentracion cortical del neurotransmisor GABA -principal
neurotransmisor inhibitorio- en la corteza visual primaria (Jones, 1993) cuando se
bloquea la transmision sinaptica a través del nervio 6ptico (110) o en la corteza

somatosensorial (Kaas, 1994) después de la seccion de nervio mediano (111).



Mientras que las células piramidales son en general responsables de la actividad
excitatoria, la inhibicién es el resultado de la actividad de las interneuronas, efecto
que es mediado por la actividad del neurotransmisor Acido Gamma-Aminobutirico -
GABA- (112). El GABA es sintetizado en el citosol de las interneuronas a partir del
glutamato mediante la acciéon de la enzima &cido glutdmico descarboxilasa y
posteriormente es trasladado hasta la membrana presinaptica por transportadores
vesiculares (VGAT por sus siglas en inglés), una vez en la membrana es liberado en
la hendidura singptica por un mecanismo dependiente de calcio. Diferentes
subpoblaciones de interneuronas expresan proteinas atrapadoras calcio como
Calbindina (CB), Calretinina y Parvoalbimina las cuales tiene sitios de union para

el Ca+ y acttan como buffer molecular (113, 114).

Las interneuronas, descritas por primera en la corteza cerebral y el hipocampo por
Santiago Ramoén y Cajal (1893, 1911) con la utilizacién de la tincién argéntica (115),
representan entre el 20 y el 25% de las neuronas corticales en los hominidos
(Somogyi y Col.,1998), se distribuyen de forma irregular a lo largo de la corteza
cerebral (Schwartz y Col., 1988), su densidad es mayor en las cortezas agranulares
o disgranulares en las que representan entre el 44 y el 50%, que en las granulares
donde solo representan alrededor del 37% (Ong & Garey,1991) (119, 127), se ha
descrito también (Hormung & Tribolet, 1994) una mayor proporcion de interneuronas
en las laminas supragranulares que en las infragranulares, con una proporcién hasta
del 88.94% en la lamina | y del 16.1% en la ldmina VI de la corteza prefrontal
dorsolateral (119, 120). Las interneuronas pertenecen al grupo de neuronas no

piramidales, morfolégicamente se caracterizan por tener procesos dendriticos



bipolares o multipolares con pocas o ninguna espina dendritica, somas mas
pequefios que el de neuronas piramidales y -salvo algunas excepciones- un axén
corto que se proyecta sobre su columna de origen o las mas cercanas (116).
Funcionalmente se ha planteado que proveen estabilidad a las células piramidales
a través de la inhibicion feedforward o feedback, que logran a través de contactos
somato-dendriticos, axo-somaticos o dendro-dendriticos con estas células o con
otras interneuronas (117, 118), se ha demostrado que las interneuronas participan
de los procesos de aprendizaje (Donato y Col., 2013) (1667), los patrones de
actividad cortical ritmica u oscilaciones gamma (Silberberg & Markram, 2007; Sohal
y Col., 2009; Buzsaki & Wang, 2012) (163, 165, 166) vy la integracién de la
informacion entre distintas areas corticales (Fu y Col., 2014; Chen y Col., 2015)
(167, 168). Adicionalmente, la disfuncion de las interneuronas se ha asociado a
enfermedades neuroldgicas o psiquiatricas como la esquizofrenia (Rogasch y Col.,
2014), depresion, trastorno bipolar (Levinson y Col., 2007) y algunas formas de

epilepsia (Powell y Col., 2003; Cobos y Col., 2005;) (169, 170, 171, 172).

La poblacion de interneuronas es mas diversa que la de células piramidales y su
diversidad se expresa no sélo en su morfologia, sino también en sus caracteristicas
bioquimicas, eléctricas y sus patrones de conectividad (123-126, 129, 133), se cree
gue esta variacion en sus caracteristicas da cuenta de su diversidad funcional y de
la forma en que la actividad inhibitoria ayuda a moldear la actividad cortical (108,
122, 128, 130). Debido a esta diversidad, se ha hecho necesario establecer un
sistema de clasificacion de uso general que facilite el intercambio de informacion y

la comparacion de resultados entre los investigadores respecto al estudio de las



interneuronas. Los investigadores del grupo Petilla para la nomenclatura de las
interneuronas (PING, por sus en inglés) han propuesto agrupar las interneuronas
de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas, moleculares y electrofisiol6gicas
(131, 132), en las figuras 2 y 3 se resumen las categorias propuestas por el PING,
ademas de esta, otras iniciativas como The Neuroscience Information Framework
(NIF), The International Neuroinformatics Coordinating Facility (INCF) y Neuron
Registrative Initiative se ha propuesto establecer un marco de referencia
internacional para el estudio de las interneuronas (134). A continuacion, se
describen subtipos de interneuronas gabaérgicas corticales atendiendo a su
morfologia e inmunoreactividad para las proteinas atrapadoras de calcio Calbindina,

Calretinina y Parvoalbumina.

Células Horizontales de Cajal - Retzius: Descritas a finales del siglo XIX (Ramén
y Cajal, 1891; Retzius, 1893), estas células son las primeras en aparecer durante la
neocorticogenésis (Zecevic & Racik, 2001) y su poblaciébn disminuye
considerablemente después del nacimiento, hecho que sumado a su expresion de
la proteina de matriz extracelular Reelina, ha permitido proponer un rol importante
para estas células en la organizacion laminar de la corteza cerebral (136, 137). Su
soma, de morfologia aplanada y ovoide se localiza en la ldmina I, al igual que sus
procesos -axén y dendritas- que se extienden horizontalmente en la lamina | sin
abandonarla y hacen contacto sinaptico con la dendrita apical de las neuronas
piramidales que ascienden hasta esta lamina (137, 138). Molecularmente se
distinguen por su inmunoreactividad para calbindina principalmente y una pequeia

proporcion para parvalbimina (139).



Células en Cesta: Son las mas abundantes de las interneuronas, representan
aproximadamente el 50% de estas y pueden encontrarse en todas las laminas
corticales excepto en la lamina |. Su axon presenta largas colaterales que se
distribuyen en la region perisomatica de las células piramidales formando nidos o
cestos (123,126, 140). A partir de las diferencias en la morfologia de su axén y
dendritas se han descrito tres tipos principales de células en cesta, Células en Cesta
Pequefias (15 — 20 um), Células en Cesta Grandes (30 — 49 um) (Marin Padilla,

1969) y Células en Cesta Nido - Nest Basket Cells (Wang y Col., 2002) (141, 142).

Son células multipolares, sus dendritas no poseen espinas y tienen un axén muy
ramificado en sentido horizontal y vertical, que en el caso de las células en cesta
grandes puede prolongarse hasta 900-1000um desde el pericarion por lo que su
accion es translaminar y transcolumnar (129). Las células en cesta son
inmunoreactivas para CB y PV, ademas de expresar distintos neuropéptidos como
CCK, NPY, SOM y VIP), segun su patron de disparo se ha descrito un subgrupo
inmunoreactivo para PV y de disparo rapido y otro inmunoreactivo para CCK y de
disparo no rapido (143, 144, 145). Se ha propuesto que la inhibicion perisomatica
de las células en cesta sumado a su profusa arborizacién les permiten regular la
actividad sincronizada y oscilatoria de grandes grupos de neuronas piramidales

(Freund & Katona, 2007).

Células en Candelabro: Las ramas terminales de los axones de estas células
forman botones sinépticos dispuestos en hileras verticales -candiles- por lo que han

sido llamadas de esta forma (146).



Figura 2. Clasificacion de Interneuronas Gabaérgicas — Caracteristicas Fisioldgicas.

Caracteristica
Electrofisiolégicas

Vs

\\

Disparo Rapido
(Fast Spiking)

Vs

Disparo no adaptable,
no rapido
(Non-Adapting, non-fast
spikin)

N

~

Disparo Adaptable
(Adapting)

Disparo Irregular
(Irregular Spiking)

Disparo Intrinseco en
Rafaga

(Intrinsic Burst Firing)

Disparo Acelerado
(Accelerating)

Marcadores
Moleculares

(

Parvoalbumina
(PV)

Somatostatina
(SOM)

.

Neuropéptido Y
(NPY)

&

Péptido Intestinal
Vasoactivo

(VIP)

Colecistokinina
(CCK)

Objetivo Post-
sinéptico

(Celulas Piramidales

« Segmento Inicial del
Axon

* Region Perisomética

\* Dendritas

Ve

Objetivo Inespecifico




Figura 3. Clasificacion de Interneuronas Gabaérgicas — Caracteristicas Morfoldgicas.
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Su morfologia puede ser bipolar o bipenachada y se localizan principalmente en las
laminas Il y 1ll, aunque también se han descrito en las laminas Vb y VI. Ejercen su
accion exclusivamente sobre el segmento proximal del axén de las neuronas
piramidales por lo que se las denomina axo-axénicas (Somogyi, 1977, 1982) (147,
148). Las células en candelabro son inmunoreactivas principalmente para PV y en
menor proporcion para CB, se ha documentado ademas que expresan el factor
liberador de corticotropina y eléctricamente su patron de disparo es rapido (146,
149-150). Funcionalmente se ha descrito actividad tanto inhibitoria como excitatoria
(Szabadics y Col., 2006; Spampanato y Col., 2016) (151) y se cree que tienen un
papel importante en la prevencion de la excitacion excesiva en las redes neuronales

(Zhu y Col., 2004) (152).

Células en Doble Bouquet o Bipenachada: Estas células de peculiar morfologia
han recibido también el nombre de neuronas tipo 3 (Jones, 1975;) o cola de caballo
(Szentagothai, 1973) (153). Su soma, de localizacién usualmente supragranular, es
pequefio -entre 12 y 18 um- de forma ovalada y orientacién vertical, su axén se
distribuye verticalmente, perpendicular a la pia madre, desde la lamina Il a la lamina
VI, formando haces compactos, y sus colaterales tienen multiples varicosidades
(Valverde, 1978) (154, 155). Su blanco sinaptico son las dendritas apicales o
basales de las células piramidales (Somogyi & Cowey, 1981) y parecen influir sobre
el flujo de informacion interlaminar y en las eferencias corticales. Su disparo
eléctrico es adaptable, de espigas regulares o en rafaga, son inmunoreactivas para

CB o CR y ademas co-expresan VIP y CCK (123, 156).



Células Bipolares: En ocasiones confundidas con las células en doble bouquet, se
diferencian de estas por tener un pericarion mas pequefio -entre 10 y 12 um- y
procesos dendriticos mas largos y dispersos (Peters & Kimerer, 1981) (157). Se
ubican en las laminas Il a VI con predominio infragranular, su soma es ovoide o0 en
forma de uso y con una dendrita que emerge de cada extremo de este, que luego
se ramifica atravesando la corteza cerebral desde la lamina | hasta la VI y un axén
que tipicamente nace del segmento proximal de una dendrita. Sus contactos
sinapticos se realizan sobre dendritas basales de neuronas piramidales, que
pueden ser excitatorias o inhibitorias y reciben aferencias excitatorias de fibras
talamorcorticales y colaterales recurrentes de neuronas piramidales profundas. Su
patrén de disparo es adaptable, de espigas regulares o en rafaga, molecularmente
son inmunoreactivas para CR y co-expresan VIP (Connor & Peters, 1984) (129, 140,

158, 159).

Células de Martinotti: Descritas por primera vez en 1889 por Carlo Martinotti, fue
Ramén y Cajal quien las nombraria en reconocimiento a él (Ramon y Cajal, 1891).
La Células de Martinotti se distribuyen de forma ubicua en la corteza cerebral y
representan alrededor del 15% de la poblacién de las interneuronas, tienen
morfologia casi siembre bipolar -alrededor del 90%- pero también se encuentran
algunas multipolares. Su soma, ovoide o en forma de huso, puede encontrarse en
las laminas Il a VI, aunque son mas frecuentes en las laminas Il/11l (123, 129) y su
arborizacion dendritica es la mas extensa entre las interneuronas, sin embargo, su
caracteristica morfolégica mas particular es que sin importar en que lamina se

encuentre su soma, su axon apical siempre asciende hasta la ldmina | donde se



extiende en sentido horizontal hasta 2000 um (Wang y Col., 2004) (160). Hacen
contacto sinaptico sobre las dendritas apicales de las neuronas piramidales y con
menor frecuencia en las dendritas de otras interneuronas, ademas, se han descrito
contactos sinapticos de tipo eléctrico entre ellas (Hestrin & Galarreta, 2005) (161).
Su patron de disparo es adaptable, de espigas regulares o en rafaga,
molecularmente se caracterizan por su inmunoreactividad para somatostatina
(SOM) y los patrones de co-expresion mas frecuentes son SOM + CB, SOM + NPY
y SOM + CCK (160, 162). Funcionalmente median la inhibicion disinaptica
(Silberberg & Markram, 2007) entre neuronas piramidales vecinas en las laminas
[I/llly V (163) y se ha reconocido su importancia para determinar la velocidad de

procesamiento cortical (Krishnamurthy y Col., 2012) (164).

Células Neurogliaformes: Por su tamafio y patrén de arborizacion, Ramon y Cajal
las llamo también células enanas o células aracnoides (Ramon y Cajal, 1904). Estas
células se ubican desde lalamina | a la VI, sin embargo, su nimero es mayor en las
laminas infragranulares. Morfol6égicamente se caracterizan por tener un soma
pequefio y redondeado, que da lugar a multiples proceso cortos y finos. Su arbol
dendritico se distribuye de forma radial en un didmetro de 100 a 200 pum alrededor
del soma lo que les da su apariencia esférica caracteristica, su axon, también fino y
con multiples ramificaciones, puede nacer desde el segmento proximal de una
dendrita o cualquier lugar del soma y alejarse hasta a 400 um de este (123, 129).
Hacen contacto sinaptico sobre las dendritas tanto de interneuronas como de
células piramidales, en la lamina IV contactan el soma y las dendritas de las

neuronas estrelladas espinosas por lo que se les ha involucrado en la modulacion



de las aferencias tdlamo corticales (173). Ademas de las sinapsis quimicas, las
neuronas neurogliaformes establecen contactos sinapticos de tipo eléctrico no solo
entre ellas sino también con otras interneuronas, el contacto sinaptico con las
células piramidales es de tipo quimico (Simons y Col., 2005; Zsiros & MacCaferri,
2005) (174, 175). Eléctricamente pertenecen a la categoria de espiga tardia y
desencadenan potenciales postsinapticos inhibitorios lentos (Olah y Col., 2007)
(176, 177), su patron de disparo es adaptable, de espigas regulares o en rafaga.
Molecularmente se distinguen por su inmunoreactividad para CB y la presencia de

Acetil-Colin Transferasa, NPY y oxido nitrico (178, 179).



3. JUSTIFICACION

El estudio del disefio de los seres vivos sugiere que existe una muy estrecha
relacion entre la estructura y la funcion, bien sea que la estructura determine la
funcién o viceversa. (180, 181). En el marco tedrico se ha establecido que las areas
10y 24 de la corteza cerebral prefrontal humana estan involucradas, entre otras, en
las funciones mentales superiores y la regulacion del comportamiento social y
emocional, ademas, que el principal sustrato para el desarrollo de estas funciones
son las neuronas y las conexiones que se establecen entre ellas. En este sentido,
el estudio de la organizacion celular, tanto de neuronas piramidales como de
interneuronas de la corteza prefrontal, se hace necesario en la medida en que da
respuesta a la organizacion de la estructura y es util como punto de partida para

explorar el funcionamiento cerebral.

Desde las primeras descripciones de interneuronas hechas por Santiago Ramoén y
Cajal a principios del siglo XX hasta hoy, nuestro conocimiento sobre ellas ha
crecido exponencialmente. Aunque, hay muchos aspectos que aldn escapan a
nuestra comprension sobre esta poblacion celular, sabemos ahora que son muy
importantes para el funcionamiento normal del cerebro, ademas, alteraciones
morfoldgicas y funcionales de estas células son fundamentales en la fisiopatologia

de enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas.

Entre los aspectos de la organizacion celular de la corteza prefrontal humana, uno
de los menos documentados es la organizacion citoarquitectonica de las

interneuronas gabaérgicas de las laminas infragranulares en el tejido cerebral sano.



Este trabajo pretende sumar informacion a nuestro conocimiento sobre las
caracteristicas citomorfolégicas de las interneuronas de la lamina VI de las areas
100 y 24 de la corteza prefrontal humana, con la intencion de que dicho
conocimiento permita plantear la distribucion de los circuitos y por ende las
funciones de la misma, ademas, de proporcionar un patrén de referencia sobre la
organizacion normal de esta poblacion celular que permita una mejor interpretacion
de los hallazgos derivados del tejido cerebral de pacientes con enfermedades

mentales o neurolégicas.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Describir las caracteristicas morfologicas de las interneuronas de la lamina VI de las

areas 100 y 24a de la Corteza Prefrontal Humana.

4.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Cuantificar las subpoblaciones de interneuronas inmunoreactivas para,
Calbindina (CB), Calretinina (CR) y Parvoalbumina (PV) en la lamina VI de
las areas 100 y 24a de la Corteza Prefrontal Humana.

Establecer el tamafio, forma del soma, nimero de procesos primarios en las
neuronas de la lamina VI identificadas con anticuerpos Anti-CB, Anti-CR y
Anti-PV en la lamina VI de las areas 100 y 24a de la Corteza Prefrontal
Humana.

Determinar si hay diferencias estadisticamente significativas en la
distribucién de las interneuronas inmunoreactivas para CB, CR y PV en la
lamina VI entre las areas 100 y 24a de un mismo hemisferio

Determinar si existen diferencias estadisticamente significativas en la
densidad y caracteristicas morfoldgicas de las subpoblaciones identificadas
entre los dos hemisferios cerebrales en la lamina VI de las areas 100 y 24a

de la Corteza Prefrontal Humana.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Origen del Tejido Cerebral

El tejido cerebral utilizado en este estudio fue obtenido post-mortem de 5 sujetos
humanos a través de un convenio interinstitucional entre el Grupo Centro de
Estudios Cerebrales y el Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses,
regional Bogota. A través del convenio se obtuvieron 10 cerebros de personas sin
antecedente de enfermedad neuroldgica o psiquiatrica y que no presentaron signos
de trauma craneoencefalico o edema cerebral, de entre los cuales fueron
seleccionados los 5 sujetos incluidos en el presente estudio. En la tabla 1 se
resumen la edad, sexo, el mecanismo de lesién que ocasiond la muerte y el tiempo

transcurrido (en horas) desde la hora de la muerte hasta la obtencion de la muestra.

Tabla 1. Caracteristicas de los sujetos estudiados

Edad IPM

(afios) (horas) Mecanismo de Lesion

Sujeto  Sexo

C3 M 52 20 Herida por arma de fuego en
abdomen
C5 M 37 18 Politraumatismo
C9 M 45 15 Herida Precordial
C10 M 47 23 Politraumatismo
Cl1 M 26 13 Herida por arma cortopunzante en
region precordial

IPM: Intervalo entre la hora de muerte y la obtencidn de la muestra. M: Masculino



5.2 Localizacién de las areas 100 y 24 y toma de muestras

Luego de identificar el polo frontal y las superficies dorsolateral, orbital y medial del
I6bulo frontal en ambos hemisferios, se localizaron las areas 100 (10 orbital) y 24
teniendo en cuenta los criterios de localizacion topografica y subdivision
citoarquitecténica propuestos por Onglir y Price en el 2013 (20), figura 4. Luego
de localizada el area de interés, se realizaron cortes perpendiculares a la superficie
cortical para la obtencién de las muestras, en todos los casos el corte se hizo sobre
las crestas de los giros corticales hasta la sustancia blanca subyacente, extrayendo
bloques de 1 cm3, los bloques obtenidos se sumergieron durante 10 minutos en
solucion salina al 10% para remover el exceso de sangre y posteriormente se
depositaron en recipientes individuales con una mezcla de paraformaldehido, lisina
y meta periodato de sodio, con pH de 7,4 a 4°C para su fijacion por un periodo de
10 dias. Posteriormente, a los blogues de 1 cm?2 de tejido cerebral se le realizaron
cortes de 50 um de espesor en sentido coronal utilizando un vibratomo (Lancer
Vibratome Series 1000®), a los primeros cortes de cada bloque se les realiz6 una
tincion rapida con azul de toluidina para comprobar la adecuada orientacién del
corte y la integridad del tejido. En cada uno de los 5 cerebros estudiados se tomaron
muestras de las areas 100 y 24 de ambos hemisferios, de cada muestra se
obtuvieron tres cortes para procesamiento simultdneo procurando asi

homogeneidad en el procesamiento de los mismos.



Figura 4. Localizaciéon macroscoépica de las areas 24 y 100.
A. B.

Superficie medial (A) y orbital (B) de la corteza frontal humana, los recuadros
representan la ubicacion de la cual fueron tomadas las muestras de las areas 24 y
10o0.

5.3 Procedimiento inmunohistoquimico

Las series de cortes consecutivos de cada area cortical en cada hemisferio se

sometieron al siguiente proceso:

1. Inmersion en solucion de metanol absoluto al 30% y perdxido de hidrogeno
al 0,3% durante 12 minutos para evitar la actividad de la peroxidasa
endogena.

2. Lavado con solucién PBS (Phosphate Buffer Saline, con pH de 7,4) 3 veces,
por 5 minutos cada vez.

3. Inmersién en suero normal de caballo al 1,5% (Vectastain Elite ABC — Elite
PK — 6102 Mouse IgG, Vector Laboratories ®) en PBS, durante 40 minutos

para bloquear la adhesién a antigenos inespecificos.



4. Lavado con solucion PBS (Phosphate Buffer Saline, con pH de 7,4) 3 veces,

por 5 minutos cada vez.

5. Incubacion del tejido por 18 horas en los anticuerpos primarios, los cuales

fueron diluidos en PBS con Tritdon X-100 al 0,5% asi:

a. Anti-NeuN (Monoclonal Antineuronal Nuclei, Chemicon International —

b.

d.

MAB377®) — dilucion 1:2500: este anticuerpo reconoce antigenos
especificos presentes en las células neuronales, proporciona una
marcacion selectiva de los nucleos y somas de dichas células (Mullen
y Col., 1992) (27). La proteina NeuN (Neuronal Nuclei), es una
proteina asociada al ADN nuclear de las neuronas y su patrén de
inmunoreactividad permite caracterizar la morfologia celular y la
disposicion laminar de la corteza cerebral.

Anti-Parvoalbimina (Monoclonal Anti-Parvalbumin antibody, Sigma
St. Louis — PARV-19 P-3088) — dilucién 1:5000: Anticuerpo dirigido
contra la proteina atrapadora de calcio parvoalbimina, la cual permite
la identificacién de cierto subtipo de interneuronas como células en
cesta o en candelabro (DeFelipe, 1993; Hof y Col., 1999) (94, 182).
Anti-Calbindina (Policlonal Anti-Calbindin antibody, Sigma St. Louis —
Clon CB-955. G9848) — dilucion 1:5000: Dirigido contra la proteina
atrapadora de calcio Calbindina, expresada por células en doble
bouquet y candelabro (DeFelipe, 1993; Hof y Col., 1999) (94, 182).
Anti-Calretinina  (Policlonal Anti-Calretinin  antibody, Chemicon

International — clon AB-149) — dilucion 1:500: Dirigido contra la



proteina atrapadora de calcio Calretinina, expresada por células
bipolares, doublé bouquet DeFelipe, 1993; Hof y Col., 1999) (94, 182).

6. Lavado con solucién PBS (Phosphate Buffer Saline, con pH de 7,4) 3 veces,
por 5 minutos cada vez.

7. Incubacion en el anticuerpo secundario biotinilado -dilucion 1:200- (Kit ABC
Vectastain — Elite PK — 6102 Mouse IgG, Vector Laboratories ®) durante 40
minutos.

8. Lavado con solucién PBS (Phosphate Buffer Saline, con pH de 7,4) 3 veces,
por 5 minutos cada vez.

9. Inmersion en la solucién Avidina-Biotina-HRP (Kit ABC Vectastain — Elite PK
— 6102 Mouse IgG, Vector Laboratories®) durante 40 minutos.

10. Lavado con solucion PBS (Phosphate Buffer Saline, con pH de 7,4) 3 veces,
por 5 minutos cada vez.

11. Incubacion en una solucion con Diamenobencidina al 4%, peroxido de
hidrogeno al 2% y niquel al 2% en PBS (Kit Peroxidase Substrate; DAB sk-

4100, Vector Laboratories ®) durante 8 minutos.

Una vez completado el proceso, el tejido se mont6 sobre placas de vidrio
cromoaluminadas, secadas a temperatura ambiente y posteriormente
deshidratadas progresivamente por inmersién en alcoholes y xiloles con diferentes
concentraciones. Finalmente, el tejido fue cubierto con un medio de montaje
histolégico (Fisher Permount Mounting Media®) y laminillas cubreobjetos. El
procedimiento antes descrito se realiz6 en el laboratorio de inmunohistoquimica del

departamento de morfologia con una temperatura 25°C.



Las placas histologicas, que contenian cada una tres cortes del tejido procesado,
fueron observadas con un microscopio de luz convencional (Olympus CH2 — CHS®)
con el objetivo de 10x y se escogieron para su estudio aquellas en las que se
comprobd que el tejido tuviera una marcacion homogénea, pocos accidentes
anatomicos (vasos sanguineos) y que no hubiera sobreexposicion del agente

revelador.

5.4 Registro Fotografico

Se hizo un registro fotogréafico de las placas histolégicas con una camara digital
(Power Shot A85 Canon ®) acoplada a un microscopio de luz (Olympus CH2 —
CHS®) con objetivo de 10x y con la camara digital Axio Cam HRc Zeiss® acoplada
a un microscopio de fluorescencia (Axio Scope Al Zeiss) con objetivo de 40x. En el
caso de las fotografias tomadas a 10x primero se seleccioné un segmento de cada
corte de tejido cerebral en la placa, después, en cada segmento se tomaron fotos
consecutivas en sentido vertical desde la superficie pial hasta la sustancia blanca,
finalmente, se hizo una fusion de la sucesion de fotografias con la asistencia del
programa PhotoStitch (versién 3.11, Canon 2000®) de forma tal que se obtuvo una
reconstruccion digital de un segmento completo de la corteza cerebral, figura 5.
Para cada uno de los 5 sujetos incluidos en el estudio se hicieron 3 registros

fotograficos por cada anticuerpo (NeuN, CB, CR, PV) en ambos hemisferios.



5.4.1 Analisis de Imagenes

En las reconstrucciones digitales a 10x de las placas histolégicas se realizé la
medicion de espesor cortical total y espesor laminar (marcacion NeuN) y la
cuantificacion de los somas neuronales (marcacion para proteinas atrapadoras de
calcio CB, CR y PV). En las imagenes capturadas con el objetivo de 40x se
obtuvieron las mediciones del tamafio neuronal y se describieron la forma y nimero

de procesos de las neuronas.

Figura 5. llustracién de una placa histolégica
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Representacion de placa histol6gica con tres cortes de tejido cerebral, los
recuadros en cada seccion representan el segmento en que se haria el registro

fotogréfico.
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Fotos consecutivas, objetivo 10x.



El analisis morfométrico sobre las micrografias se hizo con la asistencia del
programa Sigma Scan-Pro 5 (SPSS Sciencie, 2000®), previo al andlisis la
herramienta de medicion del programa fue calibrada a partir de la medicion de una
distancia conocida, imagenes de un micrometro de portaobjetos -Stage micrometer
objective NIKON®, type A, MBM 11100- tomadas en las mismas condiciones de las
micrografias estudiadas, Figura 6.

Figura 6. Calibracion de la herramienta de medida
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Calibracién de la herramienta de medida con la ayuda de una distancia conocida,
reglilla en la porcién inferior de la imagen.

A continuacion, se describen las variables morfométricas consideradas:

a. Espesor Cortical Total: Distancia comprendida entre la porcion superficial de
la lamina | y el limite entre la lamina VI y la sustancia blanca subcortical, en

cada micrografia se realizaron tres mediciones, en el extremo izquierdo,



centro y extremo derecho de la imagen. Esta medicion se hizo en las
micrografias con la marcacion para NeuN a 10X, figura 7A.

Espesor Laminar: Los limites entre las laminas corticales se establecieron
identificando los cambios en la forma y densidad celular en cada lamina. En
cada micrografia se realizaron tres mediciones, en el extremo izquierdo,
centro y extremo derecho de la imagen. Esta medicion se hizo en las
micrografias con la marcacién para NeuN a 10X, figura 7B. Para cada uno
de los 5 sujetos se hicieron 3 registros fotograficos, 3 medidas repetidas en
cada registro para cada una de las 6 laminas en los 2 hemisferios para un
total de 540 observaciones.

Numero de Neuronas: se contd el nimero de somas neuronales que hubiera
en una cuadricula de conteo de 300 um de ancho por 100 um de alto ubicado
en el centro de cada lamina cortical. Esta medicibn se hizo en las
micrografias con las neuronas inmunoreactivas para las proteinas
atrapadoras de calcio CB, CR y PV a 10X, figura 8. Para cada uno de los 5
sujetos se hicieron 3 registros fotograficos por cada uno de los 3 anticuerpos
y los 2 hemisferios para un total de 90 observaciones

Tamafo del soma y nimero de procesos: se midio el area del pericarion en
dos dimensiones en todas las neuronas contabilizadas, adicionalmente se
cuantifico el niumero de procesos primarios originados desde el soma de cada
interneurona. Estos parametros se evaluaron en las micrografias de las
placas histolégicas con marcacion para las proteinas atrapadoras de calcio
a 40X, figura 9. Las técnicas de inmunohistoquimica utilizadas no permiten

distinguir entre dendritas y axones. Adicionalmente al tamafio del soma el



programa utilizado para el estudio morfométrico (Sigma Scan-Pro 5 - SPSS
Sciencie, 2000®) calculaba de forma automatica el grado de esfericidad del

area medida -shape factor-.

Figura 7. Medicion del espesor cortical total y el espesor laminar, asistencia del
programa SigmaScan Pro 5 (SPSS Science, 2000®).
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Figura 8. Conteo neuronal en campo de 100 x 300 um, micrografia a 10X, neuronas
inmunoreactivas para PV.
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Figura 9. Medicién del area neuronal y cuantificaciéon del nUmero de procesos,
micrografia a 40X, neuronas inmunoreactivas para PV.
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5.5 Andlisis Estadistico

En la tabla 2 se resumen las variables consideradas en el estudio, el analisis
estadistico de estas variables se hizo con la asistencia del programa GraphPad
Prism Version 4.0 (©2016 GraphPad Software, Inc.). Las variables cuantitativas
continuas se presentan mediante la media y su respectiva desviacion estandar, las

variables cuantitativas discretas se presentan mediante la medianay su intervalo de

confianza al 95%.

Tabla 2. Variables en estudio

Variable Definicion
Distancia comprendida entre la
porcion superficial de la lamina |y el
limite entre la lamina VI y la
sustancia blanca subcortical
limites entre las laminas
corticales establecidos segun los
cambios en la forma y densidad
celular en cada lamina.
Proporcion de espesor laminar

Espesor Cortical
Total

Espesor Laminar

Espesor Laminar

Relativo respecto al espesor cortical total
Poblacion NUmero de neuronas cuantificadas
Neuronal para cada inmunomarcador

. Numero de neuronas cuantificadas
Densidad ,
Neuronal en una cu_aqlr_lcula de 100 x 300 pm
dividido entre 0.03
~ Area del pericarion de la célula
Tamairio del o )
delimitado en una imagen
Soma . .
bidimensional
NuUmero de Procesos originados del soma de la
Procesos neurona
Indicador cuantitativo de la forma del
soma neuronal, dado por la relacion
entre su area y su perimetro segun
la férmula:
Grado de A1 x Area del Soma
esfericidad

Perimetro del Soma
Un valor de 1 representa una forma

completamente circular y un valor de
0 una linea recta.

Tipo

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Discreta

Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Discreta

Cuantitativa
continua

Unidad de
Medida

gm

pm

Porcentaje
# Neuronas

# Neuronas/
um?

um?

# Procesos



Para el analisis inferencial de los datos se realizaron pruebas de normalidad
(Shapiro Wilk Test), de acuerdo a los resultados de dichas pruebas se utilizd una
prueba t de student o U de Mann Whitney para el andlisis bivariado a dos colas, se
establecio un nivel de significancia en 0,05. En el analisis bivariado se hicieron
comparaciones entre ambos hemisferios para una misma area cortical y entre areas
corticales, para las caracteristicas citomorfolégicas (tamafio del soma, numero de
procesos primarios, grado de esfericidad) se compararon las tres subpoblaciones
neuronales entre hemisferios para una misma area cortical y entre areas corticales.
Después del andlisis bivariado se evalud la relacién entre variables con el fin de
clasificar la poblacion de interneuronas de acuerdo a sus caracteristicas
morfologicas la marcacion inmunohistoquimica, para lo cual se hizo un analisis de
conglomerado jerarquico de promedio entre grupos con la asistencia del programa
NCSS version 11.0 (Statistical Software, LLC. Kaysville, Utah, USA), ademas, un

modelo de regresion lineal para evaluar la relacion entre variables morfologicas.

5.6 Consideraciones Eticas

La presente investigacion hace parte del proyecto “Organizacion
Citoarquitectonica de la Lamina Il en la Corteza Prefrontal Humana”, el cual fue
sometido al Comité de Etica Humana de la Facultad de Salud de la Universidad del
Valle y cuenta con el aval del mismo. El riesgo potencial de este trabajo seria la
perdida de la privacidad de los sujetos incluidos en el estudio, sin embargo, esto no
es posible ya que solo se cuenta con los datos sociodemograficos basicos de cada

uno de ellos.



6. Resultados

6.1 Organizacion Laminar de las areas 100 y 24

La marcacioén con el anticuerpo NeuN permitid6 observar la organizacion laminar
general de las areas 100 y 24, ademas, el reconocimiento de neuronas tanto no
piramidales (células granulares en la lamina IV del area 10° y piramidales
modificadas (en la lamina VI de las areas 100 y 24). A nivel celular, la marcacion
con Anti-NeuN es intensa en el nucleo neuronal, mientras que el citoplasma y sus

procesos tiene un aspecto mas palido.

En relacion a la organizacion laminar, el area 100 es hexalaminar, con una lamina
IV delgada pero claramente distinguible, una ldmina Ill prominente y una lamina V
desarrollada en la que es posible distinguir dos sublaminas, una superficial con
neuronas de soma mas pequefio pero mayor densidad neuronal y otra profunda,
menos poblada, pero con células de un mayor tamafio, la lamina VI es heterogénea,
sus células tienen morfologia y tamafo variado, es posible distinguir ademas
neuronas piramidales modificadas de disposicion horizontal. Por su parte el area 24
adolece de lamina IV, es un area agranular, la lamina lll estd menos desarrollada
que en el area 100 y su limite con la lamina Il es menos preciso, en la transicion
entre la lamina Il y la lamina V es posible apreciar algunas células granulares
dispersas, la lamina V estad bien desarrollada y al igual que en el area 10
sublaminada, con una mayor densidad en la lamina V superficial que disminuye
hacia la transicion con la lamina VI, que es densa y con una poblacion neuronal
heterogénea, con predominio de neuronas piramidales modificadas cuyos procesos

no tienen una orientacion especifica y un limite claro y regular con la sustancia



blanca subcortical adyacente. De acuerdo a la organizacion observada con la
marcacion Anti-NeuN, esta corresponderia a la subregion 24a (Braak's, 1979;
Palomero-Gallagher y Col., 2008) (68). En las tablas 3 y 4 se resumen los valores
de espesor cortical y laminar en ambos hemisferios de las areas 100 y 24
respectivamente, en las figuras 10 y 11 se observa la organizacién celular de dichas

areas de acuerdo con la marcacion anti-NeuN.

Tabla 3. Espesor Cortical y Laminar Area 100.

Espesor Cortical Total y Laminar Area 100

Lamina Hemisferio Derecho Hemisferio Izquierdo
Espesor Laminar Espesor Espesor Laminar Espesor
(um) Relativo (%) (um) Relativo (%)

| 287,428 +/- 65,18 13,93 +/- 7,02 282,95 +/- 30,35 12,67 +/- 3,02

I 126,67 +/- 15,77 6,14 +/- 1,69 131,18 +/- 12,99 5,87 +/- 1,29
M 833,48 +/- 139,72 40,41 +/- 15,05 882,62 +/- 88,37 39,51 +/- 8,79
v 112,33 +/- 16,39 5,44 +/- 1,75 120,92 +/- 18,92 5,41 +/- 1,80
\ 352,59 +/- 85,95 17,09 +/- 9,26 400,01 +/- 96,61 17,90 +/- 9,61
Vi 350,29 +/- 83,40 16,98 +/- 8,98 416,43 +/- 108,65 18,64 +/- 10,81
Espesor
Cortical Total 2157,53 +/- 176, 09 100 2254,00 +/- 223,7 100

Tabla 4. Espesor Cortical y Laminar Area 24.

Espesor Cortical Total y Laminar Area 24

Hemisferio Derecho Hemisferio Izquierdo
Lamina Espesor Laminar Espesor Espesor Laminar Espesor
(um) Relativo (%) (um) Relativo (%)

I 325,00 +/- 78,66 11,56 +/- 6,21 293,90 +/- 55,45 10,98 +/- 4,60
I 130,90 +/- 25,30 4,65 +/- 1,99 137,20 +/- 29,73 5,12 +/- 2,47
I 1020,00 +/- 128,30 36,27 +/- 10,14 957,70 +/- 132,70 35,79 +/- 11,02

v 683,30 +/- 12870 24,30 +/- 10,17 609,90 +/- 78,07 22 80 +/- 6,45
VI 652,90 +/- 101,50 23,22 +/- 8,02 676,90 +/- 64,43 25.30 +/- 5,35
Espesor 2862,00 +/- 126,90 100 2744,00 +/- 202,80 100

Cortical Total



Figura 10. Marcacion con Anti-NeuN area 100, ampliacion de la lamina VI.

Micrografia a 10x, corte coronal desde la superficie pial hasta la sustancia blanca
subcortical (A) del area 100, se sefalan los limites entre las laminas (la barra
corresponde a 100 pm). Ampliacion de la lamina VI (B), se observa la
heterogeneidad morfologica de las neuronas en dicha lamina (la barra corresponde
a 50 um). Verte texto para descripcion.



Figura 11. Marcacion con Anti-NeuN area 24, ampliacion de la lamina VI.

Lamina VI

Micrografia a 10x, corte coronal desde la superficie pial hasta la sustancia blanca
subcortical (A) del area 24, se sefialan los limites entre las laminas. Ampliacion de
la lamina VI (B), se observa la heterogeneidad morfolégica de las neuronas en dicha
lamina (en ambos casos la barra corresponde a 100 um). Ver texto para descripcion.



Los anticuerpos Anti-Calbindina (Anti-CB), Anti-Calretinina (Anti-CR) y Anti-
Parvoalbumina (Anti-PV) dirigidos contra proteinas atrapadoras de calcio
permitieron la identificacion de subpoblaciones de interneuronas gabaérgicas en
ambas areas corticales. Mientras que las neuronas marcadas con Anti-CB y Anti-
CR se distribuyen fundamentalmente en las laminas supragranulares, la marcacion
con Anti-PV tiene una distribucion mas homogénea, aunque ligeramente mayor en
las laminas supragranulares, esta distribucion es similar en ambas areas corticales,
en general, no se observan neuronas inmunoreactivas para CB, CR o PV en la
lamina | del area 100 y 24. En el caso de la marcacion para CB, se observa una
mayor intensidad en la coloracion en la lamina Il/lll debido a una mayor
inmunoreactividad del neuropilo, la marcacién para PV muestra dos bandas de
mayor intensidad, una hacia la lamina 1ll y otra hacia la lamina V, por su parte la
marcacion con Anti-CR tienen una intensidad homogénea entre las laminas. Las
laminas de mayor intensidad en la marcacion para CB y PV son similares entre el

area 100 y el area 24, ver figuras 12 y 13.



Figura 12. Inmunoreactividad CB, CRy PV, area 100.

A. B. C.

Micrografia a 10x, corte coronal desde la superficie pial hasta la sustancia blanca
subcortical, area 100, marcacion con Anti-CB (A), Anti-CR (B) y Anti-PV (C) (en las
tres imagenes la barra corresponde a 100 um). Ver texto para descripcion.



Figura 13. Inmunoreactividad CB, CRy PV, area 24.

A. B.

Micrografia a 10x, corte coronal desde la superficie pial hasta la sustancia blanca
subcortical, area 24, marcacion con Anti-CB (A), Anti-CR (B) y Anti-PV (C) (en las
tres imagenes la barra corresponde a 100 um). Ver texto para descripcion.



La variable espesor cortical total tuvo una distribucién no normal (prueba Shapiro-
Wilks p > 0.001, ver anexo 1), en ambas areas corticales y ambos hemisferios, por
lo que dichos valores se compararon mediante la prueba de Mann-Whitney.
Mientras que las diferencias interhemisféricas en el espesor cortical del area 100 no
fueron significativas (p = 0,1859) las diferencias entre hemisferios en el area 24 si
lo fueron (p = 0.0014), figura 14, de otro lado el mayor tamafio observado en el
espesor cortical del area 24 respecto al area 100 fue estadisticamente significativo
(p <a 0.0001), figura 14 (Anexo 2). En relacion al espesor laminar, la lamina lll es
la mas voluminosa tanto en el area 100 como en el area 24, 39% y 36%
respectivamente, siendo la diferencia entre areas estadisticamente significativa (p
< a 0.0001), hubo diferencias estadisticamente significativas entre las laminas de
una misma area cortical en cada hemisferio, excepto entre lalamina Vy VI en ambas
areas corticales (Media Espesor Lamina V Vs Media de Espesor Lamina VI, p > a

0.999 para las areas 100y 24), figuras 15y 16.

Figura 14. Espesor Cortical, areas 100y 24
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Figura 15. Espesor Laminar, area 100
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Espesor laminar relativo del area 100, las barras representan la media y la

desviacion estandar para ambos hemisferios de esta area.
* La diferencia en el espesor de estas dos laminas no fue estadisticamente

significativo (p > a 0.9999) mientras que para las otras laminas si lo fue.

Figura 16. Espesor Laminar, area 24

1

Vi

Lamina

S O SRS S SRS S S
A S R S U LR
Espesor Laminar pm

(n] n) (2]
> '\'5‘3 Ry

Espesor laminar relativo del area 24, las barras representan la media y la desviacion

estandar para ambos hemisferios de esta area.
* La diferencia en el espesor de estas dos laminas no fue estadisticamente

significativo (p > a 0.9999) mientras que para las otras laminas si lo fue.



Al agrupar las capas corticales con respecto a la lamina IV, se observa que en el
area 100 las capas supragranulares (laminas II-Ill) tiene un espesor mayor que las
infragranulares (laminas V-VI), figura 17, mientras que en el area 24 se invierte la
relacion con un mayor espesor en las laminas infragranulares, figura 18, en ambos
casos las diferencias fueron estadisticamente significativas, anexo 3. Al realizar la
comparacion entre areas corticales, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el espesor de las laminas supragranulares del area 100 (424,10
um) y el area 24 (477,4 micras) (p = a 0.081), pero si entre las infragranulares con
una media de espesor de 379,80 um para las laminas infragranulares del area 10,
y de 655.90 para las laminas infragranulares del area 24 (p < 0.0001), figura 19,
anexo 4.

Figura 17. Espesor de las laminas supra e infragranulares del area 100
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Espesor de las laminas supra e infragranulares del area 100, las barras representan
la media del espesor de cada subgrupo en micras para cada hemisferio.

* Para ambos hemisferios la diferencia fue estadisticamente significativa, Mann
Whitney test: p < 0.0492 para el hemisferio derecho y 0.0002 para el hemisferio
izquierdo, prueba a dos colas.



Figura 18. Espesor de las laminas supra e infragranulares del area 24
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Espesor de las laminas supra e infragranulares del area 24, las barras representan
la media del espesor de cada subgrupo en micras para cada hemisferio.

* Para ambos hemisferios la diferencia fue estadisticamente significativa, Mann
Whitney test: p < 0.0001 para el hemisferio derecho y 0.0001 para el hemisferio
izquierdo, prueba a dos colas.

Figura 19. Comparacién del espesor de las laminas supra e infragranulares
entre las areas 100 y 24.
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Las barras representan la media del espesor de cada subgrupo y su desviacién
estandar.

* La diferencia entre las laminas infragranulares del area 100 y el area 24 fue
estadisticamente significativa, Kruskal-Wallis test: p < 0.0001.



6.2 Organizacion Celular de la Lamina VI areas 100

La densidad neuronal (neuronas inmunoreactivas para NeuN) de la lamina VI en el
area 10 orbital es de 1422 +/- 318,40 neuronas x mm? y 1351 +/- 235,00 mm? para
el hemisferio derecho e izquierdo respectivamente, diferencia que no fue
estadisticamente significativa (p = 0,4922). En conjunto, las interneuronas
inmunoreactivas para CB, CR y PV representan el 10,08% de la poblacion de
neuronas de la lamina VI, siendo las neuronas PV + las mas abundantes, 7.39% de
la poblacion neuronal total, tabla 5.

Tabla 5. Composicién Celular de la lamina VI

Composicion Neuronal Lamina VI - Area 100
Hemisferio Derecho |

Marcador # Neuronas % Poblacion Densidad Neuronal
(IC 95%) * Total ** (IC 95%) ***
NeuN 44 (32 - 52) 100 1422 +/- 318,40
CB 0(-2) 1,20 +/- 2,06 17,78 (2,38 - 33,17)
CR 1(0-1) 1,49 +/-1,32 20,00 (10,64 - 29,36)
PV 3(3-3) 7,39 +/- 2,24 102,20 (85,91 - 118,50)
Hemisferio Izquierdo |
Marcador # Neuronas % Poblacion Densidad Neuronal
(IC 95%) * Total ** (IC 95%) ***
NeuN 42 (33 - 47) 100 1351 +/- 235,00
CB 0(0-1) 1,11 +/- 1,50 15,56 (3,74 - 27,37)
CR 0(-1) 1,02 +/- 1,61 15,56 (1,83 - 29,28)
PV 2(2-4) 7,17 +/- 3,36 93,33 (118,50 - 114.50)

* El # de neuronas corresponde a la mediana de neuronas contabilizadas para cada
marcador en los 5 sujetos estudiados y su respectivo intervalo de confianza al 95%.
** El % de la poblacion total corresponde al total de neuronas a la proporcion de
neuronas inmunoreactivas para cada marcador divido por el total de neuronas (total
de neuronas inmunoreactivas para cada marcador / total de neuronas NeuN
positivas x 100).

*** Cantidad de neuronas en un area de 1 mm?, se obtiene de dividir el nimero de
neuronas en una cuadricula de conteo (300 um de ancho x 100 um de alto) entre
0.03.



En el analisis bivariado no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el nUmero de neuronas inmunoreactivas para NeuN (pruebat de
student, p = 0.4922), CB (prueba de Mann-Whitney, p > 0.9999), CR (prueba de
Mann-Whitney, p = 0.4086) o PV (prueba de Mann-Whitney, p = 0.3668) entre el
hemisferio derecho e izquierdo en el area 100, pero si entre subpoblaciones de
interneuronas siendo mayor el nimero de células PV+, figuras 19y 20.

Figura 20. Numero total de Neuronas Inmunoreactivas para NeuN, area 100
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Las barras representan el nimero total de neuronas inmunoreactivas para NeuN
entre los 5 sujetos estudiados y su desviacion estandar

*** No hubo diferencias estadisticamente significativas en el nimero de neuronas
inmunoreactivas para NeuN entre hemisferios.



Figura 21. NiUmero total de Neuronas Inmunoreactivas para CB, CRy PV, area
100.
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Las barras representan el numero total de neuronas inmunoreactivas para CB, CR
y PV entre los 5 sujetos estudiados y su desviacion estandar
* Las diferencias encontradas entre el nUmero de neuronas inmunoreactivas para
PV respecto a CB y CR en cada hemisferio fueron estadisticamente significativas
(prueba de Mann-Whitney, p < 0.005)
** No hubo diferencias estadisticamente significativas entre el niUmero de neuronas
inmunoreactivas para cada marcador entre los hemisferios.

6.3 Organizacion Celular de la Lamina VI area 24
La densidad neuronal (neuronas inmunoreactivas para NeuN) de la lamina en el
area 24 es de 1164 +/- 258,00 neuronas x mm? y 1051 +/- 176,30 mm? para el
hemisferio derecho e izquierdo respectivamente, diferencia que no fue
estadisticamente significativa (p = 0,3928). En conjunto las neuronas
inmunoreactivas para CB, CR y PV representan el 15,66% de la poblacion de

neuronas de la lamina VI, siendo las neuronas PV + la mas abundantes, 10,66% de

la poblacion neuronal total, tabla 6.



Tabla 6. Composiciéon Celular de la lamina VI

Composicion Neuronal Lamina VI - Area 24
Hemisferio Derecho |

Marcador # Neuronas % Poblacion Densidad Neuronal
(IC 95%) * Total ** (IC 95%) ***
NeuN 33 (31 - 36) 100 1164 +/- 258,00
CB 1(0-1) 2,14 +/- 2,63 33,33 (0,00 - 33,33)
CR 1(0-1) 1,72 +/- 1,87 33,33 (0,00 - 33,33)
PV 3(3-4) 9,45 +/- 3,93 100,00 (100,00 - 133,30)
Hemisferio Izquierdo |
Marcador # Neuronas % Poblacion Densidad Neuronal
(IC 95%) * Total ** (IC 95%) ***
NeuN 31 (27 - 36) 100 1051 +/- 176,30
CB 1(0-1) 2,40 +/- 1,96 33,33 (0-33,33)
CR 1(0-1) 2,60 +/- 1,75 33,33 (0 - 33,33)
PV 3(2-4) 10,66 +/+ 4,70 100,00 (66,67 - 133,30)

* El # de neuronas corresponde a la mediana de neuronas contabilizadas en una
cuadricula de conteo para cada marcador en los 5 sujetos estudiados y su
respectivo intervalo de confianza al 95%.

** El % de la poblacion total corresponde al total de neuronas a la proporcion de
neuronas inmunoreactivas para cada marcador divido por el total de neuronas (total
de neuronas inmunoreactivas para cada marcador / total de neuronas NeuN
positivas x 100).

*** Cantidad de neuronas en un area de 1 mm?, se obtiene de dividir el nimero de
neuronas en una cuadricula de conteo (300 um de ancho x 100 um de alto) entre
0.03.

En el analisis bivariado no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el nimero de neuronas inmunoreactivas para NeuN (prueba de
Mann-Whitney, p = 0,3928), CB (prueba de Mann-Whitney, p = 0,5384), CR (prueba
de Mann-Whitney, p = 0,3971), PV (prueba de Mann-Whitney, p = 0,9537) entre el
hemisferio derecho e izquierdo en el area 24, pero si entre subpoblaciones de

interneuronas en un mismo hemisferio, siendo mas mayor el numero de células

PV+, figuras 21y 22.



Figura 22. Numero total de Neuronas Inmunoreactivas para NeuN, area 24
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Las barras representan el nimero total de neuronas inmunoreactivas para NeuN
entre los 5 sujetos estudiados y su desviacion estandar

*** No hubo diferencias estadisticamente significativas en el nimero de neuronas
inmunoreactivas para NeuN entre hemisferios.

6.4 Analisis bivariado Area 100 Vs. Area 24

Tanto el nimero total de neuronas inmunoreactivas para NeuN como su densidad
fue significativamente mayor en el area 10 que en el area 24, figura 23, en relacion
a las neuronas inmunoreactivas para CB, CR y PV si bien tanto su numero total

como su densidad fue mayor en el area 24 respecto el area 100 estas diferencias

no fueron estadisticamente significativas, figura 24.



Figura 23. Numero total de Neuronas Inmunoreactivas para CB, CRy PV, area
24,
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Las barras representan el numero total de neuronas inmunoreactivas para CB, CR
y PV entre los 5 sujetos estudiados y su desviacion estandar

* Las diferencias encontradas entre el nimero de neuronas inmunoreactivas para
PV respecto a CB y CR en cada hemisferio fueron estadisticamente significativas
(prueba de Mann-Whitney, p < 0.005)

** No hubo diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de neuronas
inmunoreactivas para cada marcador entre los hemisferios.



Figura 24. Andlisis bivariado numero de neuronas inmunoreactivas para NeuN
y su densidad, areas 100 y 24.
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*Las barras representan el nimero total de neuronas inmunoreactivas para NeuN y su
desviacion estandar en el 4rea 100 y el area 24. La diferencia en el nUmero de neuronas
entre las areas es estadisticamente significativa, prueba de Mann-Whitney, p = 0.0001.
**Las barras representan la media de la densidad neuronal (nGmero de neuronas en un
mm?y su desviacion estandar en el &rea 100 y el area 24. La diferencia entre las areas es
estadisticamente significativa, prueba de Mann-Whitney, p = 0.0001.

Figura 25. Analisis bivariado namero de neuronas inmunoreactivas para CB,
CR, PVy su densidad, areas 100 y 24.
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Las barras representan el nimero total de neuronas inmunoreactivas para cada anticuerpo
su desviacion estandar y la media de la densidad y su desviacion estandar en el area 100
y el &rea 24. Para ninguno de los dos pardmetros las diferencias son estadisticamente
significativas (prueba de Mann-Whitney p > 0.05).



6.5 Caracterizacion morfolégica de las interneuronas en lalamina VI de las
areas 100y 24.

Se estudio el tamafio del soma, numero de procesos y grado de esfericidad de un
total de 260 interneuronas, 119 en el area 100 y 141 en el area 24, como se
menciond antes, la mayoria de ellas corresponde a interneuronas gabaérgicas
inmunoreactivas para parvalbumina, tabla 7. Tanto en el area 100 como en el area
24 la subpoblacién de interneuronas de mayor tamafio (area del pericarién en pm>)
fueron aquellas inmunoreactivas para PV, seguidas de interneuronas
inmunoreactivas para CR y CB, tabla 8, el mayor tamafio de las interneuronas PV+
respecto de las otras dos subpoblaciones fue estadisticamente significativo en
ambas areas mientras que la diferencia entre la poblacién de células CB+ y CR+
solo lo fue en el area 24. En ninguna de las dos areas se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre hemisferios, tablas 9y 10.

Tabla 7. Distribucion de neuronas inmunoreactivas para CB, CRy PV en las
areas 100y 24.

Distribucion Neuronas Inmunoreactivas CB, CRy PV
Area 100 Area 24

Marcador | Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad
Neta* Relativa (%)** Neta* Relativa (%)**

CB 15 10,37 +/- 14,68 24 14,14 +/- 13,00

CR 16 11,10 +/- 12,86 21 13,35 +/- 11,46

PV 88 78,53 +/- 24,35 96 72,51 +/- 22,40
Total 119 100 141 100

* Numero total de células inmunoreactivas para cada anticuerpo en los dos
hemisferios del area respectiva.

** Media del porcentaje de células inmunoreactivas para cada anticuerpo respecto
del total de interneuronas contabilizada en cada area cortical y su desviacion
estandar.



Tabla 8. Caracteristicas morfolégicas de neuronas inmunoreactivas para CB,
CRy PVen las areas 100 y 24.

Caracteristicas Morfoldgicas Neuronas Inmunoreactivas para
CB, CRy PV Area 100

Hemisferio Derecho

Marcador Tamafio Numero de Procesos Gra_ld_o de
(um?) * (IC 95%)** Esfericidad***
CB 80,71 +/- 27,49 2(1-4) 0.844 +/- 0.062
CR 89,18 +/- 23,76 2(2-2) 0.746 +/- 0.113
PV 122,50 +/- 45,49 3(2-3) 0.786 +/- 0,109
Hemisferio Izquierdo |
Marcador Tamafio Numero de Procesos Grao_lo_ de
(um?) (IC 95%) Esfericidad
CB 73,61 +/- 23,58 2(1-4) 0.808 +/- 0.122
CR 97,13 +/- 25,13 2(1-3) 0,752 +/- 0.075
PV 117,90 +/- 39,40 2(2-3) 0,802 +/- 0,105

Caracteristicas Morfoldgicas Neuronas Inmunoreactivas para
CB, CRy PV Area 24

Hemisferio Derecho |

Marcador Tamafio Numero de Procesos Grao_lo. de
(um?) (IC 95%) Esfericidad
CB 65,09 +/- 14,03 1(1-2) 0,841 +/- 0,082
CR 105,30 +/- 42,29 2(1-2) 0,728 +/- 0,104
PV 128,00 +/- 56,73 3(3-3) 0,747 +/- 0,130
Hemisferio Izquierdo |
Marcador Tamafio Numero de Procesos Grao_lo_ de
(um?) (IC 95%) Esfericidad
CB 77,70 +/- 53,06 2(1-2) 0,850 +/- 0.059
CR 84,19 +/- 15,14 2(2-2) 0,745 +/- 0.114
PV 129,70 +/- 45,62 3(2-4) 0,765 +/- 0,131

* Media del tamafio del soma y su desviacion estandar.

** Mediana del numero de procesos de cada subpoblacion de interneuronas y el
intervalo de confianza al 95%.

*** Media del grado de esfericidad de cada subpoblacion de interneuronas y su
desviacion estandar.



Tabla 9. Comparaciéon entre hemisferios de las variables morfoldgicas, area
100.

Analisis Bivariado Variables Morfologicas Interneuronas Area 100
Hemisferio Derecho Vs Hemisferio Izquierdo - Mann Whitney Test

Marcador Variable Valor P Significativo DO BB BNy
Colas U

Area 0,8354 No Si 26,00

CB Numero de Procesos  0,9461 No Si 26,50
Grado de Esfericidad > 0,9999 No Si 28,00

Area 0,5976 No Si 26,00

CR Numero de Procesos  0,5644 No Si 27,50
Grado de Esfericidad  0,7789 No Si 28,50

Area 0,6670 No Si 914,00

PV Numero de Procesos  0,1745 No Si 812,00
Grado de Esfericidad  0,4428 No Si 873,50

Tabla 10. Comparacion entre hemisferios de las variables morfoldgicas, area
24,

Analisis Bivariado Variables Morfoldgicas Interneuronas Area 24
Hemisferio Derecho Vs Hemisferio Izquierdo - Mann Whitney Test

. C Dos Mann
Marcador Variable Valor P Significativo Colas Whitney U

Area 0,8306 No Si 55,00
CB Numero de Procesos  0,1830 No Si 40,50
Grado de Esfericidad  0,9227 No Si 57,00
Area 0,3791 No Si 41,00
CR Numero de Procesos  0,3310 No Si 39,00
Grado de Esfericidad 0,7154 No Si 48,50

Area 0,4337 No Si 1045,00

PV Numero de Procesos  0,8980 No Si 1135,00

Grado de Esfericidad 0,4358 No Si 1045,00

Otra caracteristica que diferencia a la poblacion de interneuronas inmunoreactivas
para PV es la heterogeneidad respecto a su tamafio que en el area 100 se distribuye
en el rango entre 46,16 pm? y 232,40 um2 mientras que en el area 24 este rango va

desde 37,99 um2 hasta 285,70 um2, figura 25.



Figura 26. Tamafio del soma neuronas inmunoreactivas para CB, CRy PV,
areas 100 y 24.
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Media del tamafio del soma en micras y su desviacion estandar.

*El tamafio de las neuronas inmunoreactivas para PV es significativamente mayor
(Prueba de Mann-Whitney: CB Vs. CR p = 0.1124; PV Vs. CR p = 0.0138; PV Vs.
CB p < 0.0001).

**E| tamafio de las interneuronas inmunoreactivas para PV es significativamente
mayor (Prueba de Mann-Whitney: CB Vs. CR p = 0.1124; PV Vs. CR p = 0.0138;
PV Vs. CB p < 0.0001).

Respecto a las otras dos variables morfolégicas consideradas, en el area 100 no
hubo diferencias estadisticamente significativas en el nimero de procesos entre las
tres subpoblaciones estudiadas, en relacion al grado de esfericidad, las
interneuronas CB+ tuvieron una media significativamente mayor que | (prueba
Mann-Whitney, p = 0.0167), es decir, una forma mas redondeada, figura 26. En el
area 24 el niumero de procesos por neurona fue significativamente mayor en las
células PV+ respecto de las inmunoreactivas para CB y CR (prueba Mann-Whitney,
p < 0.0001 en ambas comparaciones) en relacion al grado de esfericidad tanto las

neuronas CB+ como las CR+ tiene una forma mas redondeada que las neuronas

inmunoreactivas para PV, figura 27.



Figura 27. Numero de procesos y grado de esfericidad neuronas
inmunoreactivas para CB, CRy PV, areas 100.
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*Se presenta la media del nUmero de procesos de y su desviacion estandar, la
diferencias entre grupos no fue estadisticamente significativa.

**Se presenta la media del grado de esfericidad y su desviacion estandar, las
neuronas inmunoreactivas para CB son significativamente mas redondeadas que el
grupo de neuronas CR+, prueba Mann-Whitney p 0,0167 prueba a dos colas.

Figura 28. Numero de procesos y grado de esfericidad neuronas
inmunoreactivas para CB, CRy PV, area 24.
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*Se presenta la media del nUmero de procesos y su desviacion estandar, el nUmero
de procesos de las células PV+ es mayor que el de las neuronas CB+ (p < 0.0001)
y CR+ (p < 0.0001).

**Se presenta la media del grado de esfericidad de cada subpoblacion de neuronas
y su desviacion estandar, las neuronas inmunoreactivas para CB son
significativamente mas redondeadas que el grupo de neuronas CR+ (p = 0.0002) y
PV+ (p = 0.0010)



Al comparar el tamafio del soma, numero de procesos y grado de esfericidad de las
tres subpoblaciones de interneuronas del area 100 con las del area 24 solo se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de procesos
de las neuronas inmunoreactivas para PV, siendo mayor en las del area 24, figuras

28, 29, 30 y anexo 5.

Figura 29. NUmero de procesos primarios de las interneuronas del area 100
Vs. Area 24.
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Las barras representan la media del nimero de procesos primarios de cada
subpoblacién de interneuronas y su desviacion estandar.

*El ndmero de procesos primarios de las neuronas inmunoreactivas para PV fue
significativamente mayor en el area 24 que en el area 100 (prueba de Mann-
Whitney, p = 0.0085).



Figura 30. Area del soma de las interneuronas del area 100 Vs. Area 24.
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Media del tamafio del soma en micras y su desviacién estandar. Las diferencias en
los subgrupos entre areas corticales no son estadisticamente significativas.

Figura 30. Area del soma de las interneuronas del area 100 Vs. Area 24.
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Media del tamafio del grado de esfericidad y su desviacion estandar. Las diferencias
en los subgrupos entre areas corticales no son estadisticamente significativas.



6.6 Clasificacion de las interneuronas inmunoreactivas para CB, CR y PV
en las areas 100y 24

A patrtir de los datos obtenidos respecto a las caracteristicas morfolégicas de las
interneuronas de ambas areas no fue posible proponer un sistema de clasificacion
no supervisado (a priori), dada la homogeneidad encontrada entre las
subpoblaciones de neuronas inmunoreactivas para CB y CR y el hecho de que las
neuronas PV+ se distinguian de las otras solo por su tamafo.
Con el fin de establecer una posible relacion entre las variables morfolégicas y la
inmunoreactividad a cada uno de los marcadores utilizados para las proteinas
atrapadoras de calcio se hizo un modelo de regresion lineal y un andlisis de
conglomerados jerarquico. En el modelo de regresion lineal se cotejé el nUmero de
procesos con el area del soma y el grado de esfericidad de las neuronas, sin que
se encontrara una relacion en ninguno de los dos casos, figuras 31y 32, anexo 6.
En relacion al analisis de conglomerados se incluyeron en este las variables
morfologicas area del soma, nimero de procesos primarios, grado de esfericidad y
el marcador inmunohistoquimico de cada interneurona, dando como resultado 7
grupos (conglomerados), sin embargo, dada la heterogeneidad de los grupos no se
consider6 que los grupos tuvieran un valor predictivo, anexo 7.
En ambas &reas corticales las neuronas inmunoreactivas para CB y CR en la lamina
VI tienen forma ovoide o circular y su tincién es tenue, las neuronas PV+ mas
voluminosas tiene forma poligonal o ahusada, su tincidon es mas intensa y en ambas
areas corticales es posible distinguir estructuras que probablemente corresponden

a los cartuchos de células en candelabro figuras 33 a 36.



Figura 31. Modelo de regresion lineal, area del somay numero de procesos —
grado de esfericidad y numero de procesos, area 100.
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Figura 32. Modelo de regresion lineal, area del somay nimero de procesos —
grado de esfericidad y numero de procesos, area 100.
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Figura 33. Interneuronas positivas para CB y CR de la lamina VI, area 100

Micrografias a 40x, marcacion con Anti-CB y Anti-CR, correspondiente a
interneuronas de la lamina VI del area 100. La barra corresponde a 50 um, la escala
es igual en las 4 micrografias.



Figura 34. Interneuronas positivas para PV de la lamina VI, area 100

Micrografias a 40x, marcacién con Anti-PV,
correspondiente a interneuronas de la lamina VI
del area 100. La estructura sefialada por la
flecha negra en la magnificacion probablemente
corresponde a un arreglo de cartuchos de una
célula en candelabro. La barra corresponde a 50
pum, la escala es igual en las 4 micrografias.



Figura 35. Interneuronas positivas para CB y CR de la lamina VI, area 24

Micrografias a 40x, marcacion con Anti-CB y Anti-CR, correspondiente a
interneuronas de la ldmina VI del area 24. La barra corresponde a 50 um, la escala
es igual en las 4 micrografias.



Figura 34. Interneuronas positivas para PV de la lamina VI, area 100

U

Micrografias a 40x, marcacién con Anti-PV,
correspondiente a interneuronas de la lamina VI
del area 24. La estructura sefialada por la flecha
negra en la magnificacion probablemente
corresponde a un arreglo de cartuchos de una
célula en candelabro. La barra corresponde a 50
pum, la escala es igual en las 4 micrografias.




7. DISCUSION

7.1 Tejido Cerebral

El desarrollo de las técnicas de neuroimagen ha permitido una exploracion no
invasiva cada vez mas detallada de la anatomia cerebral. Recientemente el uso
experimental de resonadores magnéticos de alta resolucion espacial a 9.4 teslas
permite obtener imagenes in vivo del tejido nervioso o de muestras fijadas en
formalina en las que es posible identificar el patrén de organizacion laminar de la
corteza cerebral (183, 184). Pese a este avance técnico, los estudios histologicos
siguen siendo el patron de oro para el estudio de la organizacién microscopica del
sistema nervioso, ya que son los Unicos que proporcionan la resolucion espacial
necesaria para la caracterizacion del tejido al nivel celular y los circuitos especificos
formados por las neuronas.

En la actualidad la Unica forma de obtener tejido cerebral normal para estudios
histoldgicos es mediante la consecucién de muestras postmortem de personas que
hayan fallecido por razones distintas a patologias propias del sistema nervioso. Este
hecho limita la posibilidad de contar con grandes muestras para estudio, lo que en
el presente trabajo se refleja en el uso de muestras de tejido cerebral de 5 sujetos
y la utilizaciébn de pruebas no paramétricas para el analisis inferencial de las
variables morfologicas consideradas. Sin embargo, el nimero de sujetos incluidos
es similar al reportado por otros investigadores en el estudio de primates humanos
y no humanos (Dombrowski y Col., 2001; Semenderifi y Col., 2001; Ongir y Col.,

2003; Bludau y Col, 2004; Palomero-Gallagher y Col., 2008) (12,20,23,185,68), al



respecto otra fortaleza de este estudio es la utilizacion de muestras de tejido
cerebral de ambos hemisferios cerebrales de cada sujeto.

Ademas del niumero de muestras de tejido cerebral disponibles, debe considerarse
la forma en que las caracteristicas propias del sujeto, mecanismo de muerte (tiempo
de agonia antes de morir, pH cerebral) y procesamiento de las muestras
(almacenamiento, tiempo transcurrido entre la muerta y la fijacion del tejido, la
técnica de fijacion) pueden alterar las propiedades y caracteristicas del tejido (186,
187). Los sujetos incluidos en el estudio fallecieron por lesiones traumaticas que no
comprometian el encéfalo, el intervalo post mortem fue menor a 24 horas periodo
de tiempo durante el cual se ha reportado no hay alteraciones significativas en el
tejido cerebral (188), adicionalmente en el analisis de la organizacion laminar de
ambas é&reas corticales se consideré no solamente los valores absolutos, sino
también los relativos, ya que se ha documentado que el procesos de fijacion del
tejido puede alterar el espesor cortical pero no la proporcion entre las laminas
corticales (187). Una variable que no se pudo evaluar en este estudio fue el impacto
del pH sobre la organizacién laminar y neuronal, ya que no se contaba con esta
informacion, en algunos estudios sobre la citoarquitectura de la corteza cerebral se
ha reportado una correlacién negativa entre el valor del pH cerebral y el tamafio y
la forma de las neuronas particularmente en las laminas supragranulares (67,

189,190).

7.2 Organizacion Laminar del area 100
El uso de anticuerpos contra la Proteina Nuclear Neuronal (NeuN) permite la

marcacion de células neuronales maduras tanto piramidales como no piramidales



con algunas excepciones (27, 191) y su uso para el estudio de la citoarquitectura
cortical ya ha sido validado respecto a técnicas mas tradicionales como la tincion de
Nissl (67). Adicionalmente, por tratarse de una proteina nuclear marca
preferencialmente el nacleo y el pericarion de la célula, no asi el neuropilo, hecho
que lo hace un marcador ideal para la cuantificacion neuronal y estimacion de la
forma del soma (192). Otra consideracion metodoldgica es la utilizacion en este
estudio del conteo bidimensional, el cual a pesar de tener limitaciones es
comparable a las técnicas tridimensionales para el conteo neuronal y el estudio de

relaciones espaciales entre células (193,194).

El area 100 tiene una organizacion hexalaminar, su lamina IV, aunque delgada, es
facilmente distinguible, se destaca en esta area ademas el gran desarrollo de las
laminas supragranulares -particularmente de la lamina Ill- que en conjunto son mas
voluminosas que las infragranulares y de la lamina V en la que es posible distinguir
una lamina superficial mas densa (Va) y otra profunda (Vb) menos poblada, pero
con células méas grandes., finalmente una ldmina VI con predominio de células
piramidales modificadas y un limite claro y regular con la sustancia blanca
subcortical adyacente. La descripcion cualitativa de la organizacion laminar de esta
area coincide con la hecha previamente por otros autores respecto a la porcion
basal del area 10 o porcion orbital del area 10 polar (Semendeferi y Col., 2001;
Ongur y Col., 2003) (23, 20) y permite clasificarla como una corteza granular,
eulaminada de tipo | (Dombrowski y Col., 2001; Ongur y Col., 2003) (14, 29).
Respecto a los datos cuantitativos, hay poca informacion publicada sobre la

organizacion cuantitativa de la superficie orbital del area 10. El espesor cortical total



y el espesor cortical relativo encontrados coinciden con los reportados en la
literatura (23, 194) y con los hallazgos previos reportados por otros investigadores
en el Centro de Estudios Cerebrales (195, 196). En relacién a la densidad neuronal
de lalamina VI en el area 100 solo se encontré en la literatura el reporte hecho por
Rajkowska y Col., (1999) (194) para la porcion rostral de la regidon orbital, sin
embargo, en su metodologia usaron un disector Optico para conteo celular
tridimensional y expresaron la densidad en nimero de células por mm?, por lo que
sus datos no son comparables con los obtenidos en esta investigacion, sin embargo,
el hallazgos es similar al encontrado por Buritica y Col. (2007), en la regiones lateral
y medial del area 10 polar (197). Al segregar las laminas en supragranulares
(laminas lI-1ll) e infragranulares (V-VI) la proporcion del espesor cortical es mayor
para las supragranulares que las infragranulares, lo que ya habia sido reportado por

Semendeferi y Col. (2001) y en las caras lateral y medial de la misma area (197).

Por otra parte, el dato encontrado respecto a la simetria en la organizacion laminar
entre hemisferios no puede ser comparada con otros trabajos ya que como se
menciond en general estos solo incluian un hemisferio cerebral por cada sujeto
estudiado. En este estudio no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el espesor cortical o composicion laminar entre hemisferios en el
area 10°, la simetria entre ambos hemisferios indica que las muestras estudiadas
corresponden a areas homologas en ambos hemisferios y refuerza la hipotesis
propuesta por Rosen (1996) (199) de que las asimetrias funcionales entre areas
corticales no estan en relacion a diferencias en su tamafio sino a la organizacion

intrinseca del area en cuestion.



Este estudio ofrece informacion cuantitativa Utili para la caracterizacion
citoarquitectonica de la region orbital del polo frontal. Al brindar datos sobre la
organizacion celular de esta area cortical que en comparacién a otras regiones
prefrontales no ha sido caracterizada con detalle, ademas, sirve como punto de
referencia anatdbmico para entender los patrones de conectividad de esta region, la
interpretacion de los datos de citoarquitectura y funcién obtenidos por técnicas de
neuroimagen, asi como los cambios que pudieran ocurrir en condiciones
patoldgicas.

Se ha propuesto que en la corteza cerebral el procesamiento de la informacion
ocurre de forma jerarquica, es decir, que se hace mas abstracta desde las cortezas
primarias que reciben informacion de los ndcleos especificos del talamo hasta las
cortezas asociativas y multimodales (15, 24), en este sentido al area 10 se le ha
vinculado con la integracion de informacion en el grado mas alto de abstraccion
como los estados mentales (Burgess y Col., 2005). Segun los datos del presente
estudio, el area 100 exhibe laminas supragranulares mas prominentes,
particularmente la lamina Il que es en general la de mayor tamafio, este hallazgo
sirve de sustento anatémico para las afirmaciones hechas sobre la funcion de esta
area, ya que apunta a un predomino de aferencias y eferencias cortico-corticales,
esto coincide con estudios de conectividad en los que se ha reportado que el area
100 establece conexiones reciprocas con otras areas prefrontales o con areas
supramodales de la corteza temporal anterior y la region anterior del cingulo (Barbas
& Pandya, 1989; Cabada y Col., 200) (13, 36).

Otra consideracion respecto a la organizacion laminar del area 100 y sus

implicaciones funcionales tiene que ver con su patron de conectividad. De acuerdo



al modelo planteado por Barbas & Rempel-Clower (1997) la estructura laminar de
un area cortical predice los patrones de conectividad cortico-corticales. Segun el
modelo, en las areas con nivel 4 de definicion laminar -como el area 100 -las fibras
de proyeccidn hacia regiones con nivel 3 de definicion laminar -areas 11 y 14- se
originan en las laminas supragranulares y hacen sinapsis en las laminas
infragranulares de dichas areas, mientras que las proyecciones reciprocas tienen
un patrén opuesto. Ongur & Price (2000) propusieron que la corteza orbitofrontal
debia considerarse parte de un circuito de la Corteza Orbitomedial Prefrontal
(OMPFC, por sus siglas en inglés), mientras que la porcion medial del circuito es el
origen de la mayoria de las eferencias corticales a estructuras visceromotoras en el
hipotalamo y el tallo cerebral la porcion orbital recibe aferencias sensoriales de
diferentes modalidades (40, 200). La participacion del area 100 en este circuito
OMPFC daria una explicacion al predominio de laminas supragranulares
encontrado en este estudio para esta area, dado que en ellas se originarian las
eferencias hacia las areas 11 y 14 y a ella llegarian las aferencias provenientes de

dichas areas corticales.

7.3 Organizacion laminar del area 24
El area 24 adolece de lamina IV, es decir es agranular, tiene laminas Il y Il menos
desarrolladas entre las cuales no es posible establecer un limite preciso, la lamina
VI, mas desarrollada, esta subdividida en una lamina Va superficial mas delgada
pero mas densamente poblada que la lamina V que es mas amplia, pero con una
poblacion neuronal mas dispersa, finalmente la lamina VI esta bien desarrollada y

su espesor aunque ligeramente inferior al de la lamina V, no fue estadisticamente



significativo, su poblacién neuronal es heterogénea y menos densa que la de la
lamina V, sin embargo, es posible apreciar en ella agregados neuronales, el limite
entre esta Ultima lamina y la sustancia blanca subcortical adyacente es claro y
regular.

Esta descripcion cualitativa coincide con la descripcion de la subregion 24a hecha
por Braak’s (1979), Vogt (1995), Ongir & Price (2003) y Palmero-Gallagher y Col.
(2008) (69, 20, 65). A diferencia del area 100, en el area las laminas infragranulares
son mas prominentes, tal como lo habian descrito los autores ya mencionados, sin
embargo, ninguno de ellos hizo una descripcion cuantitativa sobre el espesor
cortical o la distribucion laminar de esta area, Bouras y Col., (2001) (203) reportaron
los siguientes valores de para el espesor laminar en mm para el area 24a, lamina Il
0.24+0.10, ldmina I1I: 0.65+0.36, lamina V: 0.86+0.27, lamina VI: 0.35+0.15, los
datos presentados por estos investigadores difieren significativamente de los
encontrados en esta investigacion, llama la atencion también que describen una
lamina V significativamente mas gruesa que la lamina VI mientras que en las
descripciones cualitativas citadas se sefalan igual de desarrolladas, estas
discrepancias podrian deberse a que estos investigadores utilizaron anticuerpos
dirigidos dcontra la proteina asociada a microtubulos MAP-2 para la cuantificacion
de las proporciones laminares. Por su parte, Cotter y Col., (2001) reportaron en los
sujetos control de un estudio sobre cambios citoarquitectonicos en la region anterior
del cingulo un espesor cortical relativo para la lamina | de 10,8%, lamina Il: 10,3%,
lamina llI: 25,2%, lamina V: 26,5%, lamina VI. 26.7% (189), en el presente estudio
los valores obtenidos fueron los siguientes: la lamina | de 11,22%, lamina Il: 4,84%,

lamina lll: 36,03%, lamina V: 24,30%, lamina VI: 25.30%. La discrepancia tan notoria



en la proporciéon de las laminas Il y Ill entre las reportadas por Cotter y Col. y las
encontradas en el presente estudio probablemente se deba a la subregidn
especifica estudiada, aunque que los autores no hacen una descripcion cualitativa
de la misma en su metodologia, sefalan haber estudiado la subdivisién 24b de la
region anterior del cingulo. Estudios cualitativos previos han reportado que la mayor
diferencia entre las subdivisiones 24ay 24b de la regidn anterior del cingulo es que
en esta Ultima se encuentra una lamina Il mucho mas desarrollada y gruesa, y que
el limite entre esta y la lamina Ill es mucho mas preciso. En relacion a la densidad
neuronal Gittins & Harrison (2004) publicaron un estudio cuantitativo sobre la
densidad, tamafio y forma de las neuronas en la region anterior del cingulo, en dicho
estudio, reportaron una densidad de 75 y 92 neuronas x mm? para la tincién de Nissl|
y la marcacién con Anti-NeuN respectivamente, la discrepancia tan marcada
respecto a la densidad encontrada en este estudio -1107 neuronas x mm?- podria
explicarse por dos cosas, primero el tejido cerebral estudiado por los investigadores
tenia un tiempo de fijacion hasta de 4 meses, lo que alteraria no el conteo celular
pero si el volumen de ellas y del tejido alterando asi la densidad, segundo a pesar
de que en ambos estudios se hizo un conteo bidimensional de las células Gittins &
Harrison hicieron una correccion de los valores obtenidos segun la metdologia
propuesta por Abercrombie (1946) para la estimacién de poblaciones nucleares a
partir de secciones de microtomo (201), dicha correccion termina por disminuir la
densidad estimada en un conteo bidimensional. En el estudio publicado por Benes
y Col., (2001) (202) tambiéen reportan la densidad neuronal por laminas en el area
24a pero con la correccion ya descrita por lo que sus datos tampoco son

comparables.



De acuerdo a los datos obtenidos en el presente estudio, desde el punto de vista de
la organizacion laminar las caracteristicas mas sobresalientes del area 24 son la
presencia de una lamina V bien desarrollada, incluso sublaminada, con una lamina
Va densamente poblada y el predominio de las laminas infragranulares sobre las
supragranulares, sumados, estos datos sugieren que funcionalmente se trata de
una region efectora o ejecutora, en este sentido recuerda la descripcion de Braak’s
(1976) del campo de ceélulas giganto-piramidales en la region anterior del giro
cingulo y su simil con las células gigantes de Betz (204) del &rea motora primaria -
otra area efectora-. Ademas, este patron de distribucion laminar daria cuenta de las
profusas eferencias del area 24 no solo a regiones anatbmicamente cercanas como
la corteza orbitofrontal y el estriado ventral (Porrino y Col., 1981; Vogt & Pandya,
1987), sino también hasta estructuras mas apartadas como la sustancia gris
periacueductal (An y Col., 1998) e incluso nucleos autondmicos del tallo cerebral
como el nucleo motor dorsal del vago o el nucleo parabraquial (77, 80, 81). De otro
lado, de acuerdo al modelo de Barbas & Rempel-Clower (1997) las aferencias
provenientes de areas prefrontales harian contacto sinaptico en las laminas
infragranulares del area 24. Esta convergencia espacial de las aferencias de areas
asociativas con las eferencias hacia nucleos autondmicos podria servir como
sustrato anatomico a la interfase entre las emociones y la retroalimentacion
autonomica periférica. De acuerdo a la explicacion de los estados emocionales
propuesta inicialmente por James (1878) las emociones son el resultado de la
interpretacion cortical de un estado visceral particular, la hipotesis de que la region

anterior del cingulo, particularmente el area 24, es el asiento anatomico de esta



asociacion se sustenta no solo en su patron de aferencias y eferencias sino también,
en estudios electrofisiolégicos. La estimulacion eléctrica del area 24 evoca
manifestaciones fisioldgicas tales como cambios en la frecuencia cardiaca y
respiratoria, en la presion arterial, midriasis, piloereccién y rubor (Pool, 1954;
Escobedo y Col., 1973; Talairach y Col., 1973), ademas, los sujetos experimentales
hicieron reportes verbales como “tenia miedo y mi corazén empezo a latir” (Bancaud
& Talairach, 1992) (77, 82, 91).

De acuerdo a la revision bibliografica hecha no hay estudios publicados en los que
se haga un analisis citomorfolégico de las asimetrias interhemisféricas en el area
24. No es posible por lo tanto comparar de forma directa el hallazgo en este estudio
de un mayor espesor cortical en el area 24 del hemisferio derecho con respecto al
izquierdo, sin embargo, en estudio morfométricos por resonancia nuclear magnética
Fernandez-Jaén y Col., (2015) reportaron un mayor espesor cortical en la region
anterior del cingulo del hemisferio derecho en individuos sanos que sirvieron como
control en un estudio sobre la relacion entre el genotipo DAT1 del transportador de
dopamina y el trastorno por déficit de atencién e hiperactividad (205). Previamente
en una evaluacion de la anatomia macroscopica de la regién anterior del cingulo,
también por resonancia nuclear magnética, Yicel y Col., (2001), reportaron un
mayor volumen de esta regiébn en el hemisferio derecho (206), aunque los
investigadores no hicieron una evaluacion directa del espesor cortical, Im y Col.,
(2008) reportaron una relacion débil, pero positiva entre el tamafio cerebral y el
espesor cortical, es decir, que cerebros mas voluminosos se asociaban a un mayor

espesor cortical (207).



La asimetria morfolégica entre hemisferios en el area 24 -mayor espesor cortical en
el hemisferio derecho- podria dar cuenta de las diferencias de conectividad y
funcionales documentadas en humanos mediante técnicas de neuroimagen,
fundamentalmente por resonancia nuclear magnética. Yan y Col., (2009) reportaron
una mayor conectividad del hemisferio derecho con la corteza dorsolateral
prefrontal, el I6bulo parietal del hemisferio ipsilateral y algunas regiones del cerebelo
contralateral (208). Adicionalmente, en estudios funcionales se ha registrado una
mayor actividad de la region anterior del cingulo del hemisferio derecho durante
pruebas relacionadas con deteccién de errores (error processing), la monitorizacién

de conflictos (conflict monitoring) (209).

7.4 Diferencias entre el Area 100 y el area 24

Dos caracteristicas distinguen al area 100 del area 24 respecto a su organizacion
laminar de acuerdo a los datos obtenidos en el presente estudio. Primero, la mayor
densidad neuronal observada en la lamina VI del area 100, segundo, el mayor
espesor cortical total del area 24.

Las diferencias en la organizacién histologica entre areas corticales se reconocen
desde los mapas corticales elaborados por Brodman (1909) y otros a principios del
siglo pasado. Vogt (1910) propuso que, segun su organizacion laminar, las areas
corticales fueran divididas en isocorteza -neocorteza- y allocorteza -paleocorteza y
arquicorteza-. De acuerdo a esta descripcion el area 100 por su organizacion
hexalaminar hace parte de la isocorteza, el area 24 de otro lado, es catalogada
como proisocorteza (Vogt & Vogt, 1956) -transicion entre isocorteza y allocorteza-

ya que carece de lamina granular interna -lamina IV- (210). Atendiendo a la



clasificacion histolégica descrita, Pakkengeberg & Gundersen (1997) reportaron que
el espesor de las areas allocorticales era siempre mayor en las areas allocorticales
respecto a las isocorticales (211), el hallazgo de un mayor espesor cortical en este
estudio se ajusta a la descripcion hecha por los autores. Al segregar las laminas, se
observa que la diferencia entre areas se debe a que las laminas V-VI tienen un
mayor espesor en el area 24 que en el area 100, mientras que la diferencia entre
las laminas IlI-1ll no es significativa entre las areas. La diferencia entre areas
respecto al espesor de las laminas infragranulares, estaria en relacion a la
descripcion hecha del area 24 como un area efectora.

Pese a tener un menor espesor cortical total, el area 100 tiene un mayor niumero
absoluto de neuronas y una mayor densidad neuronal respecto al area 24, esta
discrepancia podria deberse a que el area 100 pese a tener un menor espesor
cortical tuviera un mayor volumen, variable que no fue medida en este estudio. De
acuerdo con los datos presentados por, Imy Col., (2008) sobre la estructura cortical
en cerebros humanos adultos, un mayor volumen cortical seria resultado de un
aumento en el tamafio y nimero de neuronas, no de un mayor espesor cortical
(207). De acuerdo a la teoria planteada por Van Essen (1997) el crecimiento celular
ocurriria preferencialmente en el eje tangencial a la superficie pial, ya que el eje
radial ofreceria una resistencia mecanica, de otro lado, también se ha propuesto
(Rakic, 1988, 2004) que un mayor numero de neuronas resultaria en una expansion

de la superficie cortical y no en el espesor cortical (212, 213).



7.5 Neuronas Gabaérgicas de lalamina VI

En el presente estudio se identificaron neuronas inmunoreactivas para Calbindina
(CB), Calretinina (CR) y Parvoalbumina (PV) en la lamina VI de las areas corticales
100 y 24, si bien el nimero de interneuronas positivas para cada proteina
atrapadora de calcio (CaBP, por sus siglas en inglés) fue ligeramente mayor en el
area 24 que en el area 100 esta diferencia no fue estadisticamente significativa,
Dombrowski y Col. (2001) reportaron solamente una mayor densidad de neuronas
CB+ en el area 24 que en el area 10 medial, sin embargo, en su reporte no
discriminaron la densidad por laminas (14). Tanto en el area 100 como en el area
24, en ambos hemisferios cerebrales, el nimero de interneuronas inmunoreactivas
para PV fue mayor que el de las inmunoreactivas para CB o CR, ademas de su
mayoria numeérica, las neuronas PV + tuvieron un mayor tamafio. Las
subpoblaciones de interneuronas CB+ y CR+ son homogéneas respecto a su
namero, tamafio y namero de procesos primarios en ambas areas corticales,
distinguiéndose solamente por que las neuronas inmunoreactivas para CB se
caracterizaron por tener una forma mas esférica, en el area 24 las neuronas
inmunoreactivas para CB mostraron una grado de esfericidad significativamente
mayor que el de la poblacion de neuronas PV +.

La gran mayoria de neuronas PV+ respecto a las neuronas CB+ y CR+ observadas
en la lamina VI coincide con la descripcion cualitativa hecha por Ongiir y Price
(2003), previamente Hof y Col., (1995) habian reportado la densidad de neuronas
inmunoreactivas para CB y PV en la corteza orbitofrontal en mm3, si bien los valores
no son directamente comparables ya que en el presente estudio la densidad fue

estimada en mm?, los autores reportaron una mayor densidad de neuronas



inmunoreactivas para CR en las laminas supragranulares, particularmente la lamina
Il'y valores similares para las células CR+y PV+ en las laminas infragranulares (29,
20), sin embargo, no discriminaron las laminas V y VI y presentaron la densidad
sumada de ambas laminas para cada marcador lo que explicaria porque no
encontraron diferencia entre las dos subpoblaciones. Beasley & Reynolds (1997)
reportaron un menor nimero de células por mm? en la lamina VI del area 10 del
humano a la encontrada en el presente estudio, sin embargo, los autores no
precisan la porcion del area 10 estudiada lo que podria explicar la diferencia, ya que
se ha reportado que la cantidad de neuronas positivas para PV en la lamina VI difiere
entre las regiones medial, lateral y orbital del area 10 (214, 198).

En estudios cuantitativos sobre la distribucion de interneuronas inmunoreactivas
para CB, CR y PV en la corteza prefrontal dorsolateral del humano, Beasley y Col.,
(2002), Hashimoto y Col., (2003), Tooney & Chahl (2004), han reportado un patrén
de distribucién similar al encontrado en el presente estudio entre las interneuronas
en la lamina VI, es decir, una proporcion mucho mayor de neuronas PV+ (215 —
217).

De acuerdo a la descripcion cualitativa hecha por Hof y Col., (1993), Vogt y Col.
(1995) y Nimchinsky y Col., (1997) respecto a la distribucién de las interneurona
gabaérgicas identificadas de acuerdo a su expresion de las proteinas atrapadoras
de calcio, la gran mayoria de las células inmunoreactivas para CB se encuentran en
la porcion superficial de la lamina Il y la porcion superficial de la lamina Ill, mientras
que en las laminas profundas son casi inexistentes. Las células inmunoreactivas
para CR se encuentran principalmente en las laminas Il y Ill mientras que su

densidad en las laminas V y VI es significativamente menor. Las neuronas



inmunoreactivas para PV en cambio se distribuyen en las laminas tanto
supragranulares como infragranulares, mientras que en las laminas | y Il se
encuentran pequefas células de forma bipolar u ovoide en las laminas V y VI hay
una poblacién e neuronas multipolares de mayor tamario (94, 69, 95).

Ademas del estudio publicado por Cotter y Col., (2002) sobre la densidad y
distribucion espacial de interneuronas inmunoreactivas para CB, CR y PV en la
region anterior del cingulo en trastornos del estado de animo y esquizofrenia (218)
no se encontraron otros estudios en los que se cuantificara la poblacion de
interneuronas del area 24 en general o de la lamina VI en particular. De acuerdo
con los investigadores, la densidad de las tres poblaciones de interneuronas es
significativamente menor en la lamina VI que en las otras y que entre ellas la mayor
proporcion corresponde a neuronas PV+, de otro lado esta subpoblacion de
interneuronas también corresponde a las de mayor tamafio, seguidas de las
neuronas CR+ y en ultimo lugar las neuronas CB+. Si bien los datos presentados
por Cotter y Col., (2002) no son directamente comparables con los resultados
obtenidos en este estudio ya que ellos los presentan en mm3y no en mm?, los
resultados del presente estudio coinciden con el reporte de los investigadores de
una mayor proporcion y mayor tamafio de interneuronas parvoalbimina positivas

en la lamina VI.

7.6 Consideraciones Funcionales
¢, Qué implicaciones funcionales tiene para la lamina VI que la mayor proporcion de

interneuronas presentes en ella sean inmunoreactivas para parvoalbumina?



Parvoalbumina hace parte de la familia de las proteinas atrapadoras de calcio y es
expresada principalmente por interneuronas que morfolégicamente corresponden a
células en candelabro y células en cesta (DeFelipe, 1997) (182). Estas neuronas se
caracterizan por tener un patrén de disparo eléctrico rapido “fast spiking” y
establecen conexiones sinapticas preferencialmente de tipo quimico, pero también
se ha documentado sinapsis de tipo eléctrico (219), el blanco sinaptico de estas
células corresponde al soma o al segmento proximal del axén o la dendrita de las
neuronas piramidales. Se ha documentado que las neuronas inmunoreactivas para
PV pueden ser blanco sinaptico de neuronas CR+ que hacen contacto

principalmente sobre el soma de estas células (Gabbot & Bacon, 1996).

De otro lado, entre la diversidad de la poblacion neuronal de la lamina VI se
distinguen unas neuronas piramidales cortas o de proyeccién cortico-cortical que
hacen contacto sinaptico principalmente en la lamina IV y piramidales altas o de
proyeccion cortico-talamica que hace sinapsis principalmente en nucleos talamicos
especificos (105, 106). De esta forma, la lamina VI ayuda a establecer un circuito
gue integraria la informacion procedente de nucleos especificos del talamo (lamina
IV) con la modulacion cortical sobre la actividad talamica (Eferencia desde la lamina
VI hacia el tdlamo). La actividad inhibitoria perisomatica de las interneuronas
inmunoreactivas para parvoalbumina (células en cesta), que de acuerdo a los
resultados de este estudio representan la gran mayoria de la poblacion de
interneuronas de la lamina VI, las ubica en lugar privilegiado para la regulacion de
los circuitos cortico-talamicos a través de la modulacién de la actividad de la de las

neuronas piramidales de proyeccién cortico-talamica de la lamina VI.



Adicionalmente, se ha documentado que algunas células en cesta de la lamina VI
hacen contacto sinaptico con piramidales de la lamina IV (Lund y Col., 1988; Kumar
& Ohana, 2008), lo que permitiria una mayor integracion en el circuito. El circuito

descrito estaria involucrado en la seleccidén de estimulos o en fijar la atencion.



8. CONCLUSIONES

Las areas 100 y 24 hacen parte de momentos evolutivos diferentes de la corteza
cerebral. Mientras que el area 100 exhibe la distribucion hexalaminar tipica de la
neocorteza -aunque con una menor definicion de la lamina IV que las areas
prefrontales de la cara dorsolateral- el area 24 adolece de una lamina granular
interna y su definicion de lamina Il es pobre, al igual que su transicion con la lamina
I, lo que la ubica como un area de transicion entre la isocorteza y la allocorteza.
Ademas, dada la diferencia en la proporcidbn de laminas supragranulares e
infragranulares entre las éareas, el area 100 podria considerarse un &area
fundamentalmente asociativa, mientras que el area 24 es un area efectora o
ejecutora.

Con base en su homogeneidad, es probable que las tres subpoblaciones de
interneuronas (CB+, CR+y PV+) participen de circuitos similares indistintamente del
area cortical o el hemisferio en el que se encuentre, ya que no se encontraron
diferencias significativas en las caracteristicas morfolégicas evaluadas en las tres
subpoblaciones de interneuronas entre areas corticales o entre hemisferios en una
misma area cortical.

La participacion de la lamina VI en el circuito cortico-talamico y el predominio de las
células inmunoreactivas para parvoalbumina en esta lamina sugieren un rol
importante de estas neuronas en la modulacion de dicho circuito, lo que las

involucraria con los procesos atencionales y la seleccion de estimulos sensitivos.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Analisis de Normalidad — Shapiro-Wilks

SHAPIRO-WILKS AREA 100 AREA AREA24 AREA?24
NORMALITY TEST HD 100 HI HD HI
w 0,9064 0,8686 0,9371 0,7782
P VALUE 0,0015 0,0001 0,0168 < 0,0001
PASSED NORMALITY NG NG NG NG
TEST (ALPHA=0.05)
P VALUE SUMMARY *ok Hokk * ok

*HD: Hemisferio Derecho, HI: Hemisferio Izquierdo

Anexo 2. Analisis Intergrupos Espesor Laminar

TUKEY'S MULTIPLE MEAN 95% CI| OF ADJUSTED
COMPARISONS TEST DIFF, DIFF, P VALUE
AREA 100D VS. AREA 100l -96,03 -197,7 to 0,0717
5,636
AREA 100D VS. AREA 24D -704 -805,7 to - < 0,0001
602,4
AREA 100D VS. AREA 24I -586,4 -688,1to - < 0,0001
4847
AREA 100l VS. AREA 24D -608 -709,7 to - < 0,0001
506,4
AREA 100l VS. AREA 24| -490,4 -592.0to - < 0,0001
388,7
AREA 24D VS. AREA 24l 117,7 15,99 to 219,3 0,0161

*100d: Area 10 Orbital Hemisferio Derecho, 100i: Area 10 Orbital Hemisferio
Izquierdo, 24d: Area 24 Hemisferio Derecho, 24i: Area Hemisferio.



Anexo 3. Analisis por laminas supragranulares e infragranulares para ambos
hemisferios, areas 100 y 24.

LAMINAS SUPRAGRANULARES VS LAMINAS INFRAGRANULARES

MANN WHITNEY TEST

AREA 100 HEMISFERIO DERECHO

P VALUE 0,0492
EXACT OR APPROXIMATE P VALUE? Exact
P VALUE SUMMARY *
SIGNIFICANTLY DIFFERENT? (P < 0.05) Yes
ONE- OR TWO-TAILED P VALUE? Two-tailed
MANN-WHITNEY U 5135
AREA 100 HEMISFERIO IZQUIERDO
P VALUE 0,0002
EXACT OR APPROXIMATE P VALUE? Exact
P VALUE SUMMARY ok
SIGNIFICANTLY DIFFERENT? (P < 0.05) Yes
ONE- OR TWO-TAILED P VALUE? Two-tailed
MANN-WHITNEY U 4317
AREA 24 HEMISFERIO DERECHO
P VALUE <0,0001
EXACT OR APPROXIMATE P VALUE? Exact
P VALUE SUMMARY ok
SIGNIFICANTLY DIFFERENT? (P < 0.05) Yes
ONE- OR TWO-TAILED P VALUE? Two-tailed
MANN-WHITNEY U 4045
AREA 24 HEMISFERIO IZQUIERDO
P VALUE <0,0001
EXACT OR APPROXIMATE P VALUE? Exact
P VALUE SUMMARY oo
SIGNIFICANTLY DIFFERENT? (P < 0.05) Yes
ONE- OR TWO-TAILED P VALUE? Two-tailed
MANN-WHITNEY U 4004




Anexo 4. Comparacion del espesor de las laminas supra e infragranulares
entre las areas 100 y 24.

LAMINAS SUPRAGRANULARES E INFRAGRANULARES - AREA 100

VS AREA 24
KRUSKAL-WALLIS TEST
Promedio
GRUPOS Diferenciade Significativo Valor P
Rangos
A100 SUPRA VS. A100
INERA -31,34 No > 0,9999
A100 SUPRA VS. A24
SUPRA -34,25 No 0,7555
A100 SUPRA VS. A24 .
INERA -250,4 Si < 0,0001
A100 INFRA VS. A24
SUPRA -2,906 No > 0,9999
A100 INFRA VS. A24 .
INERA -219 Si < 0,0001
A24 SUPRA VS. A24 .
INFRA -216,1 Si < 0,0001

Anexo 5. Analisis Bivariado Caracteristicas Morfologicas de las Interneuronas
del Area 100 Vs. las Interneuronas Area 24 - Mann Whitney Test*.

Analisis Bivariado Caracteristicas Morfoldgicas de las Interneuronas
del Area 100 Vs. las Interneuronas Area 24 - Mann Whitney Test*

Variable Marcador Valor P Mann Whitney U

CB 0.0817 111,00

Procesos Primarios CR 0,0650 118,50
PV** 0.0085 3319,00

CB 0.2220 125,00

Area del Soma CR 0.6561 153,00
PV 0,3257 3869,00

CB 0,5769 146,50

Grado Esfericidad CR > 0,9999 168,00
PV 0,0930 3618,00

*Prueba a dos colas.
** |_as neuronas inmunoreactivas para PV del area 24 tienen una media de procesos
primarios significativamente mayor que las del area 10.



Anexo 6. Modelo de regresion lineal Areas 100 y 24.

Modelo de Regresion
Lineal

Modelo de Regresion
Lineal

Area 100 Area del Soma - Niimero Grado de Esfericidad -
de Procesos NUumero de Procesos
Pendiente 0,007846 + 0,002073 -0,5184 + 0,8677
Intersecciébnen Y 1,683 + 0,2459 2,965 + 0,6932
Interseccién en X -214,5 5,72

Pendiente
Intersecciénen Y
Interseccién en X

R2
F

NUmero de Valores de X

NUmero Max de Val de Y
Repetidos

NUmero Total de Valores
Datos Perdidos
Ecuacion

Area 24

Pendiente
Intersecciébnen Y
Interseccién en X

Pendiente
Intersecciénen Y
Interseccién en X

R2
F

NUmero de Valores de X

Numero Max de Val de Y
Repetidos

NUmero Total de Valores
Datos Perdidos
Ecuacion

Intervalo de Confianza al 95%

0,003739 to 0,01195
1,195to0 2,170
-573,5t0-101,2
0,1091
14,32

Datos
119

1

119
0
Y = 0,007846*X + 1,683
Modelo de Regresidn
Lineal
Area del Soma - NUmero
de Procesos
0,009216 + 0,001685
1,621 +0,2118
-175,9

Intervalo de Confianza al 95%

0,005914 to 0,01252
1,206 to 2,036
-339,6 t0 -97,61
0,1793
29,93

Datos
139

1

139
0
Y =0,009216*X + 1,621

-2,237 to 1,200
1,592 to 4,339
1,930 to +infinity
0,0030
0,357

119
1

119
0
Y =-0,5184*X + 2,965
Modelo de Regresién
Lineal
Grado de Esfericidad -
NUumero de Procesos
-1,777 £0,7644
4,041 + 0,5945
2,274

-3,275 t0 -0,2787
2,876 to 5,206
1,581 to 10,37

0,0380
5,404

139

1

139
0
Y =-1,777*X + 4,041



Anexo 7. Andlisis de Conglomerado

1,0 1.5

)

Distance

Andlisis de conglomerado Jerarquico de promedio entre grupos, distancia
euclidiana. Cada color representa un conglomerado neuronal, 7 grupos en total.



