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RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

En el presente trabajo se quiso investigar la expresion de neuronas inmunorreactivas para
parvoalbumina en diferentes regiones prefrontales con la finalidad de establecer si existian
diferencias relacionadas con el grado de diferenciacién laminar.

Muestra: se obtuvo tejido cortical humano post mortem de tres regiones del tren evolutivo
arquicortical: area 24, area 9 medial y area 46. Asimismo, se tom6 como control el &rea 10 de
la corteza, la cual corresponde con el nivel evolutivo mas complejo del tren evolutivo
paleocortical. Las muestras se recolectaron de un total 7 sujetos con edades de muerte
promedio de 38,7 DE 8.7. Procedimiento: se fijo el tejido en paraformaldeido lisina periodato y
posteriormente se realizaron cortes coronales de 50 micras, Yy se procedid la realizacion de
protocolo estandar de inunohistoquimica para NeuN y para parvoalbimina. Una vez finalizado
el proceso de marcacion se incluyeron las muestras en placas de vidrio para su posterior
fotografia en microscopio Optico. Para el analisis se seleccionaron de manera aleatoria
imagenes de 500 micras de ancho de cada una de las areas a estudiar y con el programa
Image J se realizaron conteos semi automaticos

Resultados: se observa un cambio en el patron de organizacion de las neuronas
inmunorreactivas para parvoalbumina conforme se avanza en el tren evolutivo arquicortical: El
andlisis de Varianza ANOVA permiti6 observar diferencias significativas (P <0,05) en la
expresion de neuronas inmunorreactivas para parvoalbumina en las regiones prefrontales
estudiadas, el andlisis post hoc de Tukey indicé que el &rea 24 (Agranular) era la que menor
namero de células presentaba, mientras que la 46 y la 10, (Granular) eran las que mayor
namero de estas células presentaban. Resultados similares se observaron al realizar analisis
por separado de las regiones supra e infragranulares. Igualmente se observé que ademas de
existir un menor namero de células en las regiones agranulares, habia una menor
diferenciacion laminar de las mismas.

Discusion: las regiones prefrontales de mayor diferenciacion laminar tienden a ser las dorsales
y anteriores, las cuales funcionalmente se han relacionado con procesos cognitivos complejos,
mientras tanto, las regiones mediales, de menor diferenciacion laminar tienden a establecer
mas conexiones relacionadas con procesos emocionales. Relacionando los estudios
comportamentales, con los resultados del presente trabajo, se plantea la hipétesis de que el
desarrollo evolutivo de los procesos cognitivos estd mediado por un aumento en la complejidad
de los circuitos intracorticales, y que dicha complejidad es mediada de manera parcial por el
poder inhibitorio de las neuronas candelabro y en cesta, las cuales son detectadas por medio
de la presencia de parvoalbumina.

Xl



Parvoalbumina en la Corteza Prefrontal 1

INTRODUCCION

El estudio de las bases neuroanatomicas del comportamiento humano es una de las principales
inquietudes de la ciencia. Para abordar dicha problematica se han establecido diversos tipos de
estudios, dentro de los mas representativos se encuentran 1) el andlisis del comportamiento de
animales que han recibido lesiones controladas, 2) el analisis de la actividad cerebral humana
mientras realizan tareas cognitivas, 3) el estudio del comportamiento de pacientes con lesiones
cerebrales y 4) el estudio anatomico de la organizaciéon del sistema nervioso por medio del
andlisis histologico, tanto de tejido proveniente de humanos como el de otros animales.

Dentro del marco de este ultimo se encuentran los estudios de conectividad, que
empleando los mecanismos de trasporte activo de la célula permiten estudiar hacia que regiones
proyecta una o un grupo de neuronas, asi como también, desde que regiones corticales recibe
aferencias una determinada zona. Este tipo de estudios implica la aplicacion de un trazador
cuando el animal se encuentra vivo y su posterior sacrificio, por lo que no resulta posible

realizarlos en humanos. (Bentivoglio y Bertini 2002)

No obstante, en el sistema nervioso hay una relacion entre la estructura y la funcion, y se
ha podido evidenciar que es posible inferir los patrones de conectividad de una region cortical a
partir del andlisis de la microestructura (Barbas y Rempel-Clower 1997), por lo que la
descripcion detallada y sistematica de la estructura de las diversas regiones corticales en el
humano puede validarse como un método plausible para el analisis de la conectividad de las

mismas.

Dicho tipo de estudios no solo tienen importancia en términos de la conectividad, sino
que pueden tener gran impacto sobre el entendimiento de los cambios subyacentes a las diversas
alteraciones neuroldgicas y neuropsiquiatricas. Por ejemplo, el analisis post mortem del
pacientes con autismo ha evidenciado cambios a nivel del espacio intercolumnar (M. Casanova
et al 2006); en esquizofrenia hay alteraciones especificas en la expresion genéetica de poblaciones
de interneuronas (Lewis, Hashimoto & Volk 2005); en estadios iniciales de demencia

frontotemporal hay pérdida selectiva de las neuronas de Von Economo (Seeley et al 2006), las
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cuales son un subtipo de neuronas piramidales modificadas implicadas posiblemente en el

procesamiento emocional complejo (Allman et al 2005; Cauda et al 2012)

Asimismo, los estudios de la arquitectura cortical pueden ser empleados para la realizacion de
estudios comparativos que permitan estudiar los cambios biolégicos que acompafian el

surgimiento de las nuevas habilidades cognitivas (Yates 2012)

Teniendo en cuenta los contextos mencionados previamente, el presente trabajo plantea abordar
una parte de la problematica de la microestructura de la corteza prefrontal a través del analisis
cuantitativo de la expresion de uno de sus componentes: las interneuronas que expresan
parvoalblmina.

El interés especifico por este tipo de células en la corteza prefrontal obedece a que:

1) esta proteina estd presente en una subpoblacion de interneuronas corticales, las neuronas en
candelabro y en cesta, las cuales se caracterizan por presentar un patron de disparo rapido,
establecer extensas conexiones eléctricas y quimicas entre si, y por ejercer un fuerte poder
inhibitorio sobre las neuronas piramidales de laminas infra y supragranulares; estas
caracteristicas sumadas con pruebas experimentales en cultivos celulares organotipicos, ha
permitido plantear que juegan un papel importante en el establecimiento de la sincronia de la
actividad eléctrica de la corteza cerebral y por tanto en la actividad cognitiva compleja (Galarreta
& Hestrin 2002; Massi et al 2012)

2) hay evidencia de alteracion selectiva en la expresion de estas neuronas en patologias como
esquizofrenia (Lewis, Hashimoto & Volk 2005) epilepsia (Takano 2012) y depresion
(Khundakar, Morris, & Thomas 2011)

3) Hasta donde llega nuestro conocimiento, no existen estudios sistematicos y cuantitativos que
evallen la manera en que estas neuronas se organizan diferencialmente en las diversas regiones
corticales en el humano, conocer esto es de vital importancia si se tiene en cuenta la importancia

de estas neuronas para la actividad cognitiva compleja.
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4) Por dltimo, tampoco hay estudios que evalten la asimetria de la expresion de estas neuronas
en el humano, su conocimiento podria ayudar a establecer correlacion con la asimetria funcional

observada en la corteza prefrontal humana.

En este sentido, el presente trabajo abordara dicha problematica desde una perspectiva evolutiva
en la que se plantea evaluar los cambios en la expresion de neuronas inmunopositivas para
parvoalbimina en tres sectores del tren evolutivo arquicortical: un sector correspondiente con
proisocortex agranular conformado por la region anterior del cingulo (area 24 de Brodman), un
sector de isocortex disgranular conformado por area 9 medial de Brodman y un isocortex
granular eulaminado conformado por el area 46 de Brodman, asi mismo se evaluara otro sector
eulaminado (area 10 de brodman) para establecer comparaciones con los sectores mas
desarrollados del otro tren evolutivo, el paleocortical.

Se espera poder relacionar los resultados del estudio con los conocimientos del rol funcional de
cada una de estar areas y de esta manera poder plantear hip6tesis en cuanto a la manera en que
estas neuronas intervienen en el funcionamiento de los circuitos corticales frontales del humano.
Debido a la relacion entre estas interneuronas y la actividad cognitiva compleja, es de gran
interés evaluar la expresion de estas neuronas en la region cortical que se encuentra altamente
ligada con dichos procesos, -la corteza prefrontal. Hasta donde Ilega nuestro conocimiento, no
hay estudios que evallen de manera sistematica y cuantitativa los patrones de expresion de las
neuronas inmunoreactivas para parvoalbumina en la corteza prefrontal humana, en los estudios
encontrados en la revision literaria no se evalla las diferencias entre diversas regiones
neocorticales en el humano (Hof et al 1999), los estudios fueron hechos en primates no humanos
(Dombrowski, Hilgetag & Barbas 2001) o fueron realizados Unicamente en corteza temporal
(Defelipe 1997)
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1. MARCO DE REFERENCIA

1.1. Corteza Cerebral: Aspectos Evolutivos.

La corteza cerebral es una extensa capa de sustancia gris que constituye la superficie de
los hemisferios cerebrales (Escobar y Pimienta 2003), para el caso de la especie humana, tiene
un espesor que varia de 2 a 5 milimetros (von Economo y Koskinas, 1925) y un area que oscila
entre 1469 cm? y 2275 cm?® la cual se encuentra distribuida en una compleja red de giros y
surcos lo que ocasiona que dos terceras partes de ella se encuentren sobre la superficie y que las
dos terceras partes restantes se encuentran entre los pliegues formados por los surcos (Elias &
Schwartz, 1969; Zilles, Armstrong, Schleicher, y Kretschmann 1988)

Es una de las estructuras mas complejas del sistema nervioso, presenta gran
heterogeneidad en cuanto al tipo de conexiones que establece, el tipo de células que la componen
y la forma en que estas se encuentran organizadas. Esto ha permitido establecer diferentes sub
divisiones de la misma, y generar mapas de su estructura (Campbell 1905; Smith 1907; Brodman
1909; Flechsig 1920; Economo y Koskinas1925; Bailey y von Bonin 1951) los cuales se han
realizado atendiendo a criterios de cito y mieloarquitectura, no obstante, se ha observado que las
diferencias que han utilizado los anatomistas para la elaboracion de sus mapas, se relacionan
también con diferencias en cuanto a la conectividad y por tanto, a la funcion de las mismas, en
palabras de Helen Barbas: la estructura cortical predice el patron de conectividad. (Barbas y
Rempel-Clower 1997)

El analisis de la estructura anatdmica también ha sido de gran utilidad para el estudio de
la evolucién, no solo de la corteza cerebral, sino de las otras estructuras que componen el
encéfalo (Murray, Wise & Rhodes 2011) Comprender la anatomia, las conexiones, el significado
funcional de las mismas puede permitir llegar a una mejor comprension de la funcion del sistema
nervioso. A continuacion se realizara una breve descripcion de tres teorias que se tomaran como

base en el analisis e interpretacion de los resultados del presente estudio.
1.1.1. Teoria de McLean

Este autor establece una relacion entre la aparicion de diferentes modificaciones

anatomicas y funcionales, y cambios en la arquitectura de las estructuras encefalicas que
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permitieron entre otras cosas, emitir conductas mas complejas y establecer comunicacién sonora,
especialmente la relacionada directamente con la supervivencia. Su teoria implica la existencia
de una jerarquia de tres formaciones que fueron apareciendo progresivamente y que se rigen bajo
los siguientes principios (McLean 1990):

e Las estructuras antiguas no desaparecen, sino que permanecen intactas o con
limitadas modificaciones mientras que las méas nuevas se ubican fisicamente
encima de las estructuras antiguas.

e Las estructuras recientes ejercen control sobre las estructuras antiguas.

e Las nuevas funciones comportamentales y cognitivas son  controladas
principalmente por las nuevas estructuras mientras que las funciones antiguas y

menos complejas son controladas por los las estructuras mas antiguas.
1.1.1.1. Formacién protoreptiliana.

Es un sistema primitivo, corresponde a estructuras que aparecieron aproximadamente hace 300
millones de afos, durante el periodo Pérmico, al final del Paleozoico. Son desarrollos de los
primeros y mas antiguos miembros del orden de los saurdpsidos denominados los cotilosaurios,
dichas estructuras incluyen gran parte de la formacion reticular, el téctum mesencefélico, los
nucleos de la base y de la protuberancia, los nicleos inespecificos del talamo, el centromediano y
el pulvinar. Una particularidad de la organizacion del cerebro protoreptiliano es que incluye
agrupaciones neuronales a manera de nucleo, mientras que en las otras dos formaciones
(paleomamifero y neomamifero) se evidencia una organizacién neuronal laminar. En términos
comportamentales se ha relacionado con conductas propias de cada especie entre las que se
encuentran: la seleccion del hogar, el establecimiento y la defensa del territorio, la caceria, el

apareamiento y la formacion de jerarquias sociales.
1.1.1.2. Cerebro paleomamifero.

Corresponde con el segundo tipo de formacién descrita por Mc Lean, se le conoce con el nombre
de cerebro limbico. Inicia su desarrollo durante el periodo triasico, cuando al parecer existio una
ola de enfriamiento global que implico la mutacion de algunas especies de terapsidos,
especificamente los cinodontes, quienes empezaron a desarrollar estructuras implicadas en la

regulacién endotérmica entre las que se encuentran la aparicion de pelo, glandulas sudoriparas y
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el calentamiento nasal del aire (J. Roth, E. Roth, MacLean & Hotton 1988) adicional a esto, se
ha obtenido evidencia de aparicion de otros cambios como la retencion de los huevos por un

mayor tiempo, y la aparicion de la placentacion.

Dichos cambios marcaron la pauta a una serie de trasformaciones que incluyeron la
aparicion de glandulas mamarias, posibilidad de produccion de sonidos y el cuidado de la cria

por parte de la madre, lo cual es una caracteristica de los mamiferos propiamente dichos

A nivel del encéfalo, con el surgimiento de los mamiferos, aparecen una serie de
estructuras que no tienen los predecesores reptiles dentro de las que se encuentran encuentran el
septum, la amigdala, el hipocampo, y el cingulo entre otras, estas, se relacionarian con procesos
emocionales como el cuidado parental, la conducta reproductiva, la huida ante el peligro y la

conducta alimentaria. (MacLean 1990)
1.1.1.3. Cerebro neomamifero.

El daltimo nivel de desarrollo involucra el desarrollo de la neocorteza, y es una
caracteristica propia de los grandes mamiferos, funcionalmente se relaciona con el desarrollo de
habilidades cognitivas complejas, tales como aprendizaje, de representacion del mundo, de
abstraccion y generalizacion, asi como por la aparicion de procesos emocionales mas elaborados

tales como la empatia o la cooperacion.

Este tipo de cerebro alcanza la clspide en los primates y con mayor nivel de complejidad
en el cerebro humano, en donde los procesos de vocalizacion, antes regulados por el sistema

limbico, empiezan a ser regulados por el sistema neocortical.

La teoria de MacLean es apoyada por los aportes de Brown, quien postula la existencia de
un cuarto sistema denominado el cerebro simbdlico, el cual se caracteriza la capacidad de crear y
manejar una serie de representaciones abstractas, se encuentra presente Unicamente en el humano

y es producto de un desarrollo ontogenético (J. Casanova 2007)

Esta teoria ha tenido mas impacto en el conocimiento popular y en la literatura de
divulgacion que en los circulos cientificos, algunos consideran que no se debe tomar de manera
literal, sino como una analogia solamente (Casanova J. 2007); ha recibido numerosas criticas,

especialmente relacionadas con la existencia de zonas homologas a las areas neocorticales en
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especies distintas a los mamiferos (lo cual no corresponderia con el modelo) y a la simplificacion
de las observaciones conductuales, ignorando la complejidad de las relaciones sociales de
algunas especies de aves y peces 6seos de aletas radiadas (Butler y Hodos 2005) no obstante, en
el presente trabajo se plantea que si los postulados de esta teoria son usados, no como un
mecanismo paras explicar la evolucion del cerebro humano, sino como uno para describir los
cambios progresivos que ocurrieron en la rama evolutiva que condujo a la aparicion de la especie
humana, se podrian tener datos significativos que permitieran comprender la complejidad de la
organizacion estructural del sistema nervioso. En ese sentido, de la teoria del cerebro triunio

(1960-1990) se resaltarian dos aspectos fundamentales:

e Las estructuras de apariciobn mas reciente tienen un patrébn mas complejo que el de
aparicion mas lejana.
e El nivel de complejidad, y de época de aparicion de las estructuras tiene un significado

funcional.
1.1.2. Teoria de Sanides

Durante la década de los setenta, apoyandose en estudios previos realizados por Dart
(1934), Johnston (1915), Crosby (1917), Smith y Elliot (1907), y Abbie (1942), Friedrich
Sanides realizo estudios comparativos en mamiferos, incluyendo primates y promulgé una teoria
acerca del origen dual de la neocorteza, en la que sefiala que a partir de dos estructuras primitivas
el hipocampo (arquicorteza) y la corteza olfatoria, en la region piriforme (paleocorteza) se
originan dos trenes evolutivos caracterizados por un progresivo aumento y diferenciacion de las
laminas corticales, asi como por una sub division de las mismas. (Sanides 1970) Cada una de
estas tendencias evolutivas pasa inicialmente por unas fases llamadas perialocorteza y
proisocorteza para culminar en la isocorteza propiamente dicha, en donde se puede evidenciar
una organizacion neuronal a manera de seis laminas. Estos dos trenes presentan diferentes
caracteristicas en cuanto al curso de su evolucion, su patron de conectividad y su relacion

funcional. A continuacidn se explicaran algunas de las caracteristicas mas importantes de estos.
1.1.2.1 Tren Paleocortical

Como se menciond previamente, en (este tren evolutivo estd representado el bulbo

olfatorio, la region retrobulbar, el tubérculo olfatorio y la corteza piriforme (Zilles 2004)) se
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caracteriza por representar una serie de transformaciones que inician su proceso de evolucion
desde regiones orbitales y continda en sentido ventral, ascendiendo hasta alcanzar la superficie

lateral de los hemisferios cerebrales (Pimienta 2004)

Desde el punto de vista histoldgico, la corteza piriforme se caracteriza por la presencia de
tres laminas: la mas externa, denominada molecular, presenta muy pocas neuronas, una segunda
denominada granular, esta densamente poblada de interneuronas, y la tercera presenta una baja
densidad neuronal, y estd compuesta principalmente por neuronas piramidales de tamafo

mediano y de formas variadas (Allison 1954, citado por Zilles 2004)

El tren paleocortical, inicia su desarrollo ventralmente en sentido caudal rostral a través
de las areas 13, 14, 15 y 16, las cuales se encuentran ubicadas en la region insular y se
caracterizan por la presencia de cuatro laminas las cuales contindan su desarrollo en sentido
lateral hasta alcanzar las regiones disgranulares compuestas por cinco ldminas (proisocortex) y

finalmente regiones granulares, compuestas por seis ldminas propiamente dichas (Zilles 2004)

Funcionalmente se le ha relacionado con la identificacion de detalles y la asociacion de
los mismos a un sistema de signos y simbolos, en lo que se conoce como la via del qué
(Ungerleider y Haxby 1994; Pimienta 2004)

1.1.2.2 Tren arquicortical

Esta tendencia evolutiva se origina en la region hipocampal y se desarrolla ascendiendo
por la superficie medial, hasta alcanzar las regiones laterales de los hemisferios cerebrales,
funcionalmente existe una coincidencia con el procesamiento espacial de la informacion y se le

conoce con el nombre de la via del donde (Ungerleider et al 1982 citado por Pimienta 2004)

1.1.3 Teoria de Marin Padilla

Esta teoria establece varios postulados acerca de la evolucion filogenética de la corteza
cerebral en mamiferos, segun estos, la “placa cortical es una innovacion del mamifero y que

representa un ndcleo estratificado y expandible del telencéfalo formado dentro de la plexiforme
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rimordial” ademas, plantea que la neocorteza del mamifero es un sistema bioldgico capaz de
9

expandirse incluyendo nuevos estratos, especificamente los piramidales (Marin-Padilla 1999)

Las tres teorias mencionadas previamente coinciden un punto importante: postulan que la
evolucion ha dado como consecuencia una mayor diferenciacion, y complejidad de las
estructuras. A partir de este principio, y teniendo en cuenta este postulado no se explica
necesariamente la evolucion de todos los mamiferos (Butler y Hodos 2005) pero si describe la
rama (de las muchas existentes en la evolucion) que dio origen a la aparicion del cerebro
humano, permitiendo afirmar que el estudio de las diferencias, del nivel de complejidad, y de la
estratificacion neuronal en cada una de las regiones encefalicas, es de utilidad para llegar a una
comprension de la funcién cortical humana. Dicho planteamiento es fundamental en el contexto

de la presente investigacion.

Como parte de dicho elemento, es necesario primero hacer una breve descripcion de las
particularidades anatémicas y funcionales que presenta la corteza cerebral, haciendo un especial

énfasis a la corteza prefrontal.

1.2 Anatomia De La Corteza Cerebral

La corteza cerebral, a pesar de su gran heterogeneidad, evidencia una serie de principios
generales de organizacion los cuales determinan la forma en que se establecen los principales
circuitos, asi como las particularidades anatémicas de su estructura, uno de estos principios, hace
referencia a la organizacion laminar, mientras que el otro a la organizacion columnar, a
continuacion se mencionara de manera muy general, algunos de los principios que subyacen a

cada uno de estos tipos de organizacion.

1.2.10rganizacion laminar

La lamina | molecular. Se caracteriza por presentar una baja densidad neuronal, resalta la
presencia de neuronas horizontales de Cajal, las cuales son mas abundantes en el desarrollo y se

cree que juegan un papel importante en la orientacion y ubicacion postnatal de las neuronas
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maduras (Valverde 2002). Hasta esta lamina se extienden las dendritas apicales de las neuronas

piramidales de las capas I, 11l y V; también llegan las proyecciones inespecificas del talamo.

Lamina Il capa granular externa. Se caracteriza por tener una alta densidad de
interneuronas y neuronas piramidales de pequefio tamafio. Es el lugar al que llegan la mayoria de
las proyecciones comisurales. En regiones de gran desarrollo laminar (isocorteza), es lugar de
llegada de las conexiones asociativas, especialmente las que provienen de capas profundas de

regiones de menor diferenciacion laminar.

Lamina Ill, capa piramidal externa. Esta constituida principalmente por neuronas
piramidales de tamafio mediano cuyos axones descienden hasta abandonar la corteza cerebral
estableciendo fibras de tipo asociativo que van a llegar hasta capas profundas de otras regiones

corticales.

Lamina 1V, capa granular interna. Estd compuesta principalmente por neuronas
estrelladas que presentan axon corto, el cual no abandona la corteza cerebral, estableciendo
conexiones con neuronas de ldminas vecinas, es el lugar de llegada de las conexiones especificas
del tdlamo. Adicionalmente, en su parte superior tiene fibras horizontales que constituyen la
banda externa de Baillarger.

Lamina V. piramidal interna. Esta compuesta por neuronas piramidales de gran tamafio,
las cuales son responsables de la mayoria de las conexiones cortico subcorticales. En regiones
corticales primitivas (alocortex, perialocortex y proisocortex) existen neuronas cuyos axones
establecen conexiones asociativas que van a terminar en regiones supra granulares de regiones de
mayor evolucion (isocortex) en las regiones profundas de esta capa, en limites con la fusiforme
se evidencia un segundo conjunto de fibras horizontales que constituyen la banda interna de

Baillarger.

Lamina VI, multiforme. Constituida principalmente por células fusiformes y piramidales
modificadas cuyos axones son perpendiculares a la superficie cortical los cuales descienden
formando parte de la sustancia blanca subyacente hasta llegar principalmente al tdlamo. En esta
region se encuentran ademas algunas células de martinoti, cuyos axones ascienden hasta la
lamina | y producen potenciales postsinapticos excitatorios sobre las dendritas apicales de

neuronas piramidales de las laminas II, 11l y V.
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1.2.2 Organizacion columnar

Lorente de NG (1938) establecid que en la corteza cerebral existe un patrén vertical de
organizacion compuesto principalmente por los arreglos dendriticos y los grupos axonales que se
dirigen en sentido perpendicular a la superficie pial. EI autor postulé este tipo de organizacion

como unidad fundamental del funcionamiento de la corteza cerebral.

El correlato fisiolégico de este tipo de organizacién fue posteriormente descrito por
Mountcastle (1957; 1997; 2003), quién por medio del estudio de registro de actividad eléctrica
neuronal en corteza sensorial en monos y en gatos observd patrones de disparo similares en
unidades verticales que tenian un diametro de 400um a 500um. Asi mismo Hubel & Wiesel
(1963; 1977) permitieron establecer las primeras pruebas anatémicas de este tipo de organizacion
y su correspondencia con la actividad funcional, trabajo que les significd recibir el premio nobel

de medicina en el afo de 1981.

El modelo de organizacion columnar supone la existencia de dos tipos de niveles de
organizacion vertical, las columnas corticales y las minicolumnas. Las primeras son formadas
por aproximadamente 80 minicolumnas que se encuentran conectas entre ellas por medio de
conexiones horizontales de corto alcance (Mountcastle 1997). Se ha planteado que la evolucién
de la corteza cerebral ha tenido como consecuencia un aumento en el nimero de columnas

corticales, en vez de un aumento en el tamafio de las mismas (Rakic, 2003)

Por otro lado, las minicolumnas son unidades mas pequefias que las columnas,
compuestas por alrededor de 80 neuronas y con un diametro de alrededor de 50 micras
(Mountcastle 2003), son un tipo de organizacion estructural comdn a la corteza cerebral de todos
los mamiferos (Casanova y Tillquist, 2008) se caracteriza especificamente por presentar los
siguientes elementos: un arreglo vertical compuesto por somas de neuronas piramidales y sus
dendritas apicales, interneuronas de tipo inhibitorio alrededor del arreglo vertical piramidal,
estableciendo control sobre la actividad neuronal del modulo, y un espacio alrededor, ocupado
por axones colaterales, dendritas basales, células gliales y el sistema vascular (Casanova y
Tillquist, 2008)
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De acuerdo con los dos modelos de organizacion y con la teoria de Sanides acerca de la
evolucion de la neocorteza, lo que diferenciaria a los mddulos corticales provenientes de
regiones arqui y paleocorticales, de los presentes en las regiones neocorticales, seria la
estratificacion de los componentes verticales, especificamente los piramidales, habria una
diferenciacion y una especializacion de la funcion de las unidades mas que un aumento en el
numero de las mismas (Marin-Padilla 1999). De acuerdo con esto, son sus componentes los que
le dan estructura a la mini columna 'y a las l&minas corticales, asi como la organizacion intrinseca

de los mismos que dan cuenta de la evolucion y estructura de las mismas.

Por tal motivo, y teniendo en cuenta que los principales componentes hacen referencia a
dos tipos de neuronas, las piramidales y las no piramidales, a continuacion se describiran las

caracteristicas y los tipos principales de estas.

1.2.3. Componentes neuronales
1.2.3.1 Interneuronas.

Las interneuronas representan del 20% al 30% del total de neuronas de la corteza cerebral
y se caracterizan porque sus dendritas carecen de espinas, sus axones establecen circuitos
intrinsecos que hacen contactos con neuronas dentro de una misma columna o columnas
corticales vecinas, pero nunca abandonan la sustancia gris. Con la excepcion de las neuronas
espinosas estrelladas, que reciben los relevos sensoriales provenientes del tdlamo (DeFelipe
1997), todas las interneuronas son de tipo inhibitorio y sus botones terminales liberan

principalmente el neurotransmisor acido gama amino butirico (GABA) (Jones 1984)

Las interneuronas se clasifican atendiendo principalmente a 3 criterios basicos: la
trayectoria y punto de contacto del axon, la morfologia del soma, y las propiedades bioquimicas.
Actualmente no existe un consenso claro en cuanto a la clasificacion final de las interneuronas,
(DeFelipe 2002) sin embargo en el presente trabajo se tendrd como base, la clasificacion que
recoge Markram y sus colaboradores, (Markram et al 2004), la cual se basa en lo planteado por
Jones (1984) y por DeFelipe (1992)

De acuerdo con esto, se identifican principalmente nueve tipos de interneuronas:
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Neuronas bipolares: son células de soma ovalado y pequefio, con dos procesos
dendriticos verticales, uno que se extiende hacia la superficie pial, alcanzando la ldmina | y otro
que se extiende hacia la sustancia blanca subyacente llegando hasta la lamina VI (Peters 1990)
estas neuronas habitualmente generan sinapsis inhibitorias mediadas por GABA, aunque también

pueden generar sinapsis excitatorias mediadas por polipéptidos (Peters 1990)

Células de Martinotti: estas células fueron inicialmente descritas por Martinotti en el afio
de 1889, y nombradas asi por Santiago Ramén y Cajal en 1891. Las neuronas de este tipo se
localizan de la lamina Il a la VI de la corteza, aunque se encuentran con mayor frecuencia en las
laminas més profundas. La mayoria de ellas presenta un soma con forma ovoide, dendritas en
forma bifurcada, y un axon que asciende verticalmente hasta la lamina | estableciendo contactos
sinapticos con las dendritas apicales de las neuronas piramidales y con las neuronas horizontales
de Cajal, al parecer, algunos de estos axones se pueden extender horizontalmente ejerciendo
control sobre columnas corticales vecinas (Wang et al 2004) es de resaltar que estas neuronas
también establecen contactos sinapticos con neuronas de la lamina IV, pero establecen escasas

conexiones con la lamina Il 111y V.

Estas neuronas son inmunoreactivas para somatostatina, asi como para calbindina,
calretinina y neuropéptido Y. No evidencian inmunoreactividad para parvoalbumina ni para el

péptido vasoactivo intestinal (VIP) (Markram et al 2004)

Células de Cajal: este tipo de células fueron descritas inicialmente por Retzius y
posteriormente descritas en detalle por Cajal (Meyer, Goffinet y Fairén 1999) son especificas de
la ldmina | y se encuentran con mayor abundancia durante el desarrollo, presentan un soma
alargado, sus axones se extienden horizontalmente, abarcando grandes distancias dentro de la
misma lamina. Estas células son inmunoreactivas para calretinina y para reeelina y no lo son para

calbindina y parvoalbimina.

Células de doble bouquet: este tipo de células presenta una morfologia dendritica bipolar,
su caractetisitca distintiva es la presencia de un axon con multiples colaterales que descienden
verticalmente de manera paralela en un tipo de morfologia que parece emular la cola de un

caballo (horse tail) dichos axones atraviesan diferentes ldminas de la corteza y establecen
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contactos con las dendritas basales de neuronas piramidales. Anatdbmicamente se ubican en el
espacio entre minicolumnas, por lo que se cree que su poder inhibitorio facilita la independencia

de actividad entre minicolumnas vecinas (Ballesteros 2005)

Estas células son inmunoreactivas para calbindina y en menor medida para calretinina,

pero no lo son para parvoalbdmina (Markram et al 2004)

Células bifurcadas: este tipo de neuronas presenta una morfologia similar a las de doble
bouquet, en términos de la morfologia de su soma, y el curso de sus dendritas, sin embargo, se
diferencia de estas en que su axdn asciende en sentido vertical, estableciendo contactos con las
dendritas de neuronas piramidales. Estas neuronas se encuentran en las laminas Il a la VI, y
presentan inmunoreactividad para calbindina y calretinina, pero no para parvoalbumina.
(Markram et al 2004)

Células neurogliaformes: Corresponde a un tipo de morfologia neuronal caracterizado
por presentar un soma de tamafio pequefio con la presencia de multiples dendritas cortas y
delgadas que parten de su soma, forman un campo dendritico, esférico y muy simétrico, el axén
puede emerger de cualquier region del soma o de la base de alguna de sus dendritas, el cual se
fragmenta en una densa arborizacién compuesta por un conjunto entrelazado de mdultiples ramas

axonicas ultra delgadas. Manko, Bienvenu, Dalezios & Capogna (2012)

Células en candelabro: Este tipo de células se caracteriza por establecer contactos
sinapticos de tipo inhibitorio con el segmento inicial del axdn de las neuronas piramidales, en
algunas ocasiones presentan una morfologia bipolar, mientras que en otras una multipolar
(Feldman y Peters (1978) la principal caracteristica distintiva es su terminal axénico que presenta

maultiples botones alineados en un arreglo vertical cuya longitud puede variar de 20 a 50 micras.

Se ha observado que la expresion de estas neuronas es mas abundante en la corteza
prefrontal, asi como en el polo frontal (Inda, DeFelipe y Mufioz 2006) son inmunoreactivas tanto

para calbindina como para parvoalbumina

Células en cesta: Las células en cesta se pueden dividir en tres grupos: pequefias, en
“nido” (Nest basket en inglés) y grandes. Este tipo de células constituyen en total el 50 por ciento

de las interneuronas de la corteza cerebral; se caracterizan por establecer sinapsis inhibitorias con
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el soma y el segmento proximal de las dendritas de las neuronas piramidales, lo cual, les brinda
un papel muy importante en el proceso de regulacion de la actividad de este tipo de neuronas. Al
igual que las neuronas de tipo candelabro, estas neuronas se caracterizan por ser inmunoreactivas

para calbindina y parvoalbimina (Wang el al 2002)

Neuronas espinosas estrelladas. Presentan morfologia estrellada, se caracterizan por
poseer espinas dendriticas, son excitatorias y son el blanco principal de las aferencias talamicas
especificas (da Costa 2012)

1.2.3.2. Neuronas piramidales

Este tipo de neurona es el mas abundante en la corteza cerebral, representan del 70% al
80% del total (Jones 1984) en la neocorteza; las neuronas piramidales se distribuyen
principalmente en las capas Il Ill, V y VI, se caracterizan basicamente por la presencia de la
dendrita apical que asciende verticalmente hacia la superficie pial y varias dendritas basales que
se extienden en sentido horizontal. La caracteristica primordial de estas neuronas es que su axon
abandona la sustancia gris formando parte de la sustancia blanca, donde posteriormente pueden
tener varios destinos, tales como la medula espinal, los nicleos del tallo cerebral, los nucleos de
la base, el talamo y por supuesto, otras regiones de la corteza cerebral. Estas neuronas son de tipo
excitatorio (DeFelipe y Farinas 1992)

1.3 Corteza Prefrontal

La corteza prefrontal se define a través de dos criterios basicos: las amplias conexiones
con el ndcleo dorsomediano del talamo (Woolsey 1959), y el patron de conexiones
corticocorticales, el cual se caracteriza por un predominio de conexiones reciprocas con regiones

asociativas y las pocas conexiones con regiones primarias (Pandya y Yeterian, 1996)

En los humanos esta region se encuentra rostral a la corteza premotora y comprende tres
superficies: lateral, orbital y medial. La primera de ellas involucra las areas corticales 8, 9, 10,
44,45, 46 y 47/12 (Brodman 1905; Petrides y Pandya 2002) y se relaciona funcionalmente con la
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realizacion de tareas cognitivas complejas como la memoria operativa, la resolucion de
problemas, la planificacion de la conducta y la produccién del lenguaje (Baddeley 2003; Fuster
2003) la segunda, la orbital, comprende las éareas corticales 10, 11, 12, 13 y 14; funcionalmente
se relaciona con procesos emocionales complejos tales como el seguimiento de normas sociales
(Clark y Manes 2004), el control de interferencia en tareas atencionales (Lhermitte et al., 1986),
la modulacion de los estados emocionales (Cotter et al 2005) y la toma de decisiones (H.
Damasio, Grabowski, Frank, Galaburda. & A. Damasio , 1994; H. Damasio, Grabowski ,
Tranel, Hichwa , & A. Damasio, 1996). Por Gltimo, la region medial, involucra las areas 24, 32,
8, 9 y 10 y se ha asociado mas comunmente con el monitoreo de la conducta, (Stuphorn, Taylor,
& Schall, 2000) y con la comprension de situaciones sociales complejas (Allman et al 2010;
Seeley et al 2006)

1.3.1 Superficie lateral de la corteza prefrontal.

Esta region de la corteza cerebral se caracteriza por establecer conexiones reciprocas con
la region parvocelular del nacleo dorsomediando del talamo, el cual recibe influencias de otras
regiones prefrontales asi como de la sustancia negra reticulata. Esta region también recibe
conexiones provenientes de otros ndcleos talamicos como el ventrolateral, por medio del cual

recibe aferencias motoras, provenientes del cerebelo y del globo pélido.
A nivel cortical, esta region presenta conexiones con:

1) El sector posterior de la corteza parietal (Petrides y Pandya 2009), la cual codifica tanto
informacién de tipo visoespacial como el intervalo de tiempo entre eventos (Ledn y shadlen
2003)

2) La region de unién parieto temporo occipital (PTO) la cual corresponde con los giros angular
y supramarginal (areas de brodman 39 y 40) y se caracteriza por ser una region en la que
converge informacion de tipo auditiva, visual y somatosensorial (Petrides y Panya 2002). Las
lesiones en esta region pueden generar una variedad de sindromes neuropsicolégicos entre los
que se encuentran, apraxia, afasia con anomia, afasia semantica, agnosia (Montafeés y De Bigard
2005)
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3) La corteza peririnal, (Petrides y Panya 1999) la cual funcionalmente se ha relacionado con la

identificacion de objetos.

4) El area somatosensorial secundaria (Petrides y Panya 1999) la cual recibe conexiones de la
corteza somatosensorial primaria y se caracteriza por responder ante estimulacion

somatosensorial

5) el area premotora suplementaria (Wang et al 2002) y la porcidn rostral de la region posterior
del giro cingulo (Wang et al 2005) las cuales se relacionan con los movimientos de los

segmentos proximales y distales de las extremidades superiores.

6) region anterior del giro cingulo (Petrides y Panya 1999) la cual se relaciona funcionalmente
con la valoracién emocional de las acciones y la seleccion de estas en términos del valor

emocional de las mismas (Walton et al 2007)

7) la corteza retroesplenial (Morris, Pandya & Petrides 1999), la cual establece conexiones con la
region parahipocampal y el subiculo. Debido a dichas conexiones, se cree que las proyecciones
dorsolaterales a la corteza retroesplenial podria estar implicada en la evocacion de memoria a
largo plazo, asi como en el uso de estrategias activas de codificacion de la informacion para

facilitar su consolidacion (Vann, Aggleton, & Maguire 2009)

La corteza prefrontal establece conexiones con la porcién dorsomediana del ndcleo
caudado, el cual a su vez, envia proyecciones a la regién dorsomediana del globo pélido y la
sustancia negra. Este circuito es completado con las proyecciones de estas estructuras hacia los
nucleos ventral anterior y dorsomediano del tdlamo, los cuales envian proyecciones directas

hacia la corteza prefrontal nuevamente (Burruss et al 2000)

Las lesiones en esta region dan origen a una serie de sintomas que se conocen con el
nombre de sindrome prefrontal lateral, el cual se caracteriza por alteraciones en la atencion,
especificamente en la atencion selectiva y en la atencién sostenida, asi mismo se observan
alteraciones en la capacidad de establecer metas y planes de accion enfocados a una meta. Si se
produce alteracion en las porciones del giro triangular y opercular, se evidencian alteraciones en

la capacidad de produccion del lenguaje.
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1.3.2 Superficie medial de la corteza prefrontal.

Esta region de la corteza prefrontal establece conexiones con las porciones
magnocelulares del nicleo dorsomediano del talamo (Fuster 2008), las cuales reciben aferencias
de la formacién reticular mesencefalica, y varias estructuras del I6bulo temporal, entre las que se

encuentran la amigdala, la corteza pre piriforme, y la corteza temporal inferior (Fuster 2008)

Esta porcion de la corteza, también envia eferencias hacia los nucleos de la base, pero lo
hace especificamente sobre la region ventromedial del nicleo caudado, la region ventral del
putamen, el nacleo accumbens y el tubérculo olfatorio, los cuales a su vez proyectan hacia las
regiones rostromedial y ventral del globo palido, quienes por ultimo, envian eferencias hacia el
nacleo dorsomediano del talamo nuevamente, en donde como se habia mencionado
anteriormente, se proyectaran finalmente hacia la superficie medial de la corteza prefrontal
(Burruss et al 2000)

A nivel cortical ademas de las conexiones con las areas ubicadas en las otras superficies de

la corteza prefrontal, se resaltan las conexiones con:

e El hipocampo y el subiculo. Estas estructuras tienen multiples conexiones reciprocas con
las porciones limbicas y prelimbicas de la corteza prefrontal las cuales se establecen
principalmente a través de la region anterior del giro cingulo, asi como de la porcion
medial del area 9 (Insausti y Mufioz 2001)

e Amigdala, esta estructura establece conexiones especialmente con las porciones
agranulares de la corteza prefrontal medial, y con la region medial del area 13. Se cree
que estas conexiones pueden estar implicadas en la emocion y la motivacién, asi como
en la eleccion de conducta de acuerdo al nivel de recompensa. (Murray Wise & Rhodes
2011)

e Regiones premotoras. La gran mayoria de regiones de la superficie medial de la corteza
prefrontal establece conexiones reciprocas con regiones premotoras, lo hace tanto de
manera directa, como indirecta a traves de la porcion rostral de la region posterior del
giro cingulo y del area premotora suplementaria (Luppino , Rozzi , Calzavara, & Matelli
2003)
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e Corteza peririnal, las conexiones con esta region se establecen principalmente por medio
de la region anterior del giro cingulo (Kondo, Saleem, & Price 2005)

e Polo temporal, las conexiones con el polo temporal no son tan prominentes como las que
se presentan con regiones limbicas, sin embargo, la porcion medial del area 10 establece
conexiones reciprocas con dicha estructura (Kondo el al 2003)

A nivel subcortical, esta estructura establece también maltiples conexiones con el hipotalamo

y la formacion reticular (Barbas 2003) es posible que muchas de estas proyecciones tengan

efectos sobre el funcionamiento del sistema nervioso autbnomo.

De acuerdo a lo anterior, se observa como la porcion medial de la corteza prefrontal,
establece conexiones con regiones relacionadas con procesos emocionales y con el
funcionamiento del sistema autonomo, esto se podria correlacionar con lo observado en
pacientes con lesion en esta zona que da origen a un grupo se sintomas que se conocen con el
nombre de sindrome prefrontal medial, consistente en una dificultad para iniciar movimientos de
manos 0jos y pies, acompafado de dificultades en la en la atencion y la movilidad corporal a
través de mecanismos que no son del todo claros (Fuster 2008). Asi mismo, los pacientes con
lesiones en la region del cingulo (areas 24) presentan hipo quinesia o Aquinesia (J. Smith, V.
Smith, Philbrick & Kumar 2012) y dificultades en el monitoreo de la conducta, (van Noordt, y
Segalowitz 2012)

1.3.3 Superficie orbital de la corteza.

Esta region, de igual manera que la superficie medial de la corteza prefrontal, establece

conexiones reciprocas con la porcién magnocelular del nicleo dorsomediano del tdlamo,

Asi mismo, establece conexiones con el ndcleo basolateral de la amigdala,
especialmente, las regiones agranulares, aunque la parte granular del area 13 también establece

conexiones con esta estructura (Carmichael y Price 1995)

Las regiones granulares de la corteza orbitofrontal reciben multitud de informacion
olfativa, gustativa y visceral, asi como también informacion visual proveniente de la region

inferior del 16bulo temporal y de la corteza peririnal (Murray & Izquierdo 2007)
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La informacién proveniente de las regiones somatosensoriales primarias y secundarias
llega a la region orbitofrontal, especialmente al area 13, es de resaltar que la mayoria de la
informacion que viaja por esta via se relaciona con representaciones orofaciales y de la porcion

distal de las extremidades superiores (Carmichael y Price 1995)

Las lesiones en esta region dan origen a lo que se conoce con el nombre de sindrome
prefrontal orbitofrontal, el cual se caracteriza por: 1) una alteracion en los procesos atencionales,
ocasionados posiblemente por dificultades en la inhibicion de la interferencia de estimulos
distractores (Beer, Scabini, y Knight 2006) 2) ecolalia y ecopraxia los cuales se podrian explicar
a partir de una dificultad en el control de los impulsos (Lhermitte et al., 1986). 3) perseveracion,
la cual se define como dificultad para modificar estrategias de solucion de problemas (Stuss et al
2000) 4) hipermovilidad, euforia, (Cummings, 1985) y en un alto porcentaje de los casos,
también irritabilidad y paranoia (Whiteheada et al 2012) y 5) desinhibicion comportamental y
alteraciones en el juicio moral (Ciaramelli, Muccioli, Ladavas y Pellegrino 2007) lo cual
ocasiona que en muchos casos se confundan los sintomas de estos pacientes con la presencia de
mania (Fuster 2008)

1.4 Proteinas Atrapadoras de Calcio

El calcio CA+ es un ion fundamental para diferentes tipos de procesos vitales en el
organismo, las proteinas que juegan un papel importante en regular los niveles de este son de
gran importancia para mantener los procesos de homedstasis del organismo. En el sistema
nervioso, se ha resaltado el especial papel que juegan tres proteinas de la super familia EF-hand
en este proceso, estas son: la Calbindina, la Calretinina y la Parvoalbimina. Estas juegan un
papel fundamental en la regulacién del calcio intracelular aunque es posible que actlen de
diferente manera (Schwaller Meyer & Schiffmann 2002) de hecho, se ha observado que estas
proteinas se encuentran en diferentes poblaciones de interneuronas, por ejemplo la Calretinina se
encuentra presente en las células Martinotti, Bipolares y Doble Bouquet, la Calbindina se
encuentra en las células en candelabro, las células en Cesta, Martinotti, y las de Doble Boquet, la
Parvoalbimina resulta casi exclusiva de las neuronas Candelabro y en Cesta (Markram et al
2004) esta propiedad ha permitido utilizarla como un marcador neuronal de gran utilidad
(Khundakar, Morris, & Thomas 2011; Lewis, Hashimoto, & Volk 2005)
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1.4.1 Parvoalbumina

Las proteinas de la superfamilia EF- hand, de la cual hace parte la parvoalbumina, juegan
un papel importante en el mantenimiento de concentraciones de calcio intracelular necesarias
para el funcionamiento normal de todos los procesos celulares. Es muy probable que las
proteinas atrapadoras de calcio jueguen un papel determinante en muchos procesos celulares ya
que se encuentran presentes en diferentes poblaciones de neuronas, tienen diversidad de
distribucion, ademas la coexistencia de diferentes tipos de estas proteinas atrapadoras como la
parvoalbumina, la calbindina, la calretinina y proteinas S100 indican que ellas pueden estar
involucradas en diferentes mecanismos regulatorios celulares, especificos de cada subtipo
celular. (Schwaller 2010)

1.4.2 Parvoalbumina en el tejido neuronal

La parvoalbimina se encuentra en el cerebelo en las neuronas de la capa molecular y en
las células de purkinje, en la corteza cerebral, se encuentra principalmente en interneuronas
inhibitorias, especificamente en las neuronas candelabro y las células en cesta; dada la forma en
que estas células establecen contactos sindpticos sobre el segmento inicial del axén y el soma
neuronal respectivamente, es posible que influencien las propiedades eléctricas y la maquinaria
enzimatica de las neuronas para modular la excitabilidad y la actividad neuronal. (Eggermann &
Jonas 2012)

Esta proteina podria estar relacionada con el control de la efectividad de la actividad
inhibitoria: Se ha encontrado que en las interneuronas inhibitorias de la corteza cerebral, se
encuentra en altas concentraciones en el soma, en el axén y en las dendritas, alli actda como un
buffer lento de Ca2+ y afecta la amplitud y el curso temporal del calcio que ingresa como
consecuencia de la llegada del potencial de accion al botén terminal, de esta manera puede
regular procesos de plasticidad a corto plazo (Celio 1986) lo anterior es sustentado con estudios
como el de Caillard y colaboradores (2000) quienes encontraron que cuando se realiza
estimulacion por pulsos pareados sobre sinapsis gabaergicas entre interneuronas y celulas de
purkinje en ratones control y ratones knokout para parvoalbumina (PV--) se generd una

depotenciacion en el grupo control, mientras que en el grupo knockout se produjo potenciacion.
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Adicional a lo anterior, cuando se agregoé el buffer de calcio EGTA, la estimulacion por

pulsos pareados produjo igualmente depresion de la sinapsis en los ratones knockout.

Por otra parte, las interneuronas que expresan parvoalbimina contribuyen a la generacion
y el mantenimiento de las oscilaciones gamma en el hipocampo, con la participacion de la sub
unidad alfa de los receptores gabaergicos (Baude y cols 2007), sincronizando la actividad
cortical a través de sinapsis eléctricas. Adicionalmente, se ha observado parvoalbimina en sub
poblaciones de neuronas hiperactivas en términos metabdlicos y eléctricos, asi, tal como lo
realiza en los musculos, la parvoalbdmina neuronal podria facilitar procesos de activacion e

inactivacién neuronal (Heizmann y Celio 1987)

Por otro lado, se ha descrito que las sub poblaciones de neuronas gabaergicas,
inmunorreactivas para parvoalbimina ayudan a mantener la estabilidad de los microcircuitos
neuronales, las alteraciones en este proceso de regulacién podrian relacionarse con una amplia

serie de patologias neuroldgicas (Arif 2009)

A este respecto, tal vez la patologia que mas se ha estudiado con relacion a la poblacion
neuronal immunoreactiva para parvoalbumina es la esquizofrenia, por ejemplo, se ha encontrado
que en las laminas Il y IV de la corteza prefrontal dorsolateral, los sujetos con esta patologia
presentan menor densidad de neuronas inmunopositivas para parvoalbimina. (Lewis, Hashimoto
& Volk 2005) Teniendo en cuenta el papel de estas con relacion al establecimiento de
oscilaciones gamma (Sohal, Zhang, Yizhar, & Deisseroth 2009) se podria relacionar estos
cambios, con los cambios en las oscilaciones gamma observados en dichos pacientes (Lewis,
Curley, Glausier, & Volk, 2012)

Con relacion a le epilepsia, también se han encontrado cambios significativos en la
expresion de esta proteina, por ejemplo DeFelipe (1999) encontrd una disminucion significativa
en las neuronas de tipo candelabro en epilepsia del 16bulo temporal. Asi mismo, Schwaller y cols
(2004) pusieron a prueba un modelo de epilepsia inducida por pentilentetrazol en un grupo de
ratones knockout para parvoalbumina PV--, encontraron que aunque este farmaco inducia
epilepsia, tanto en ratones normales como en los PV—, las descargas fueron mas fuertes en los

ratones knockout, asi mismo, encontraron mayor nivel de actividad sincronica en dichas
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neuronas. Los autores plantearon asi que la parvoalbumina podria jugar un papel en la regulacion

del control inhibitorio que ejercen las neuronas gabaergicas sobre las neuronas piramidales.

En un modelo experimental de polimicrogiria, (la cual se caracteriza por generar
epilepsia en un namero considerable de pacientes que la sufren) se encontré6 también una
disminucion de estas neuronas, lo que podria sustentar el papel de dicha sub poblacién de
interneuronas en la regulacion de la actividad excitatoria de las neuronas piramidales (Takano
2012)

Esto también se observa en otras patologias en las que se rompe el balance de la actividad
excitatoria e inhibitoria: por ejemplo, para el caso de la enfermedad pridnica conocida como
Scrapie se ha observado alteracién en la expresion de parvoalbumina, tanto en estudios post
mortem (Sisé y cols 2011), como en modelos experimentales de esta enfermedad (Voigtlander y
cols 2008) Un efecto similar fue observado en modelos con ratones que intentan reproducir
condiciones de alteracion en el desarrollo tales como el sindrome de Angelman o el sindrome de
alcoholismo fetal (Gustin et al 2010)

Su papel en la regulacion de la actividad neuronal se extiende también al cerebelo, en
donde la ausencia de parvoalbimina y de calbindina produce perdida de la regulacion de la
velocidad de disparo de las células de purkinje, asi como de su ritmo. La frecuencia de oscilacion
de las células de ratones knockout, para parvoalbumina y para calbindina sugiere que el control
transitorio que ejercen estas proteinas es indispensable para mantener el patrdn tipico de disparo
asincronico que presentan estas neuronas (Eggermann 2012)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo a lo la revision bibliografica, la presente investigacion se plantea

considerando las siguientes afirmaciones:

La evolucion del cerebro humano ha ocurrido en un sentido medio lateral y caudal

rostral, las estructuras ubicadas en la region anterior y dorsal, son las tltimas que han aparecido.

Uno de los mecanismos que permiten dar cuenta de la evolucion de la corteza cerebral es

el grado de diferenciacion laminar.

El patron de organizacion neuronal puede predecir el patron de las conexiones

corticocorticales asi (Barbas y Rempel 1997):

e En é&reas con una alta diferenciacion laminar, las conexiones corticocorticales
provenientes de un area de alta diferenciacion laminar a una de baja provienen de
las ld&minas 2 y 3 mientras que las que provienen de una de baja diferenciacion
laminar a una de alta, provienen principalmente de las laminas 5y 6.

e En areas con una baja diferenciacion laminar las conexiones que provienen de un
area de mayor diferenciacion laminar a una de baja, provienen de las laminas 2,
3, Y en menor proporcion, de sectores superficiales de la lamina 5, mientras que
las que provienen de areas de baja diferenciacion laminar y tienen como destino,
areas corticales de alta diferenciacién laminar, provienen principalmente de

laminas 5, 6, y en menor proporcion de sectores profundos de la lamina 3.

Las neuronas inmunorreactivas para parvoalbdmina en la corteza cerebral son principalmente las
células candelabro y en cesta, las cuales ejercen un fuerte poder inhibitorio sobre la actividad de

neuronas piramidales.

Las neuronas inmunorreactivas para parvoalbimina juegan un papel importante en el
establecimiento de ritmos corticales a través de descargas sincronicas, mediadas por sinapsis

eléctricas.
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Se ha observado que la alteracion en la expresion de las neuronas inmunorreactivas para
parvoalbdmina esta relacionada con alteraciones en la actividad cortical, que dependiendo de la

zona alterada, podria relacionarse con patologias como epilepsia o esquizofrenia.

En la revision de la literatura realizada, no se encontraron estudios que comparen la
organizacion laminar de la expresion de neuronas inmunorreactivas para parvoalbumina en

regiones prefrontales humanas en sujetos normales.

Se tiene conocimiento que para el caso de los primates no humanos, las neuronas
inmunorreactivas para parvoalbumina presentan mayor diferenciacion y segregacion en regiones

de alta diferenciacién laminar.

No existen reportes que evallUen la asimetria de estas neuronas en las areas corticales a

estudiar.

No existen estudios que evalten el patrén de organizacién de las neuronas en las

estructuras a evaluar.
El conocer dicha informacién seria de gran utilidad debido a las siguientes razones:

e Conocer asimetrias microestructurales en la expresion de estas neuronas podria permitir
plantear modelos que expliquen las asimetrias funcionales observadas en las areas
corticales a estudiar, asi como plantear diferencias de conectividad de los dos hemisferios

e Describir el patron de organizacion del principal sistema inhibitorio de la corteza
cerebral, permitiria comprender de una mejor manera la forma en se encuentran
organizados los circuitos corticales implicados en la actividad cognitiva de alto nivel.

e Comprender el patron de organizacién de las neuronas en dicha area podria establecer un
punto de referencia para evaluar si existen o no cambios en la expresion de las mismas en

condiciones patoldgicas.
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2.1 Formulacion del Problema
Atendiendo a lo anterior, se plantean las siguientes preguntas de investigacion

1. ¢Cudl es la distribucion que presentan de las neuronas positivas para Parvoalbumina en

el tren evolutivo arquicortical?

2. ¢Existen diferencias en cuanto al patron de organizacion de las neuronas inmunoreactivas

que se puedan correlacionar con un aumento en la diferenciacion laminar?
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3 SISTEMA DE VARIABLES

Las variables empleadas en la presente investigacion se describen de acuerdo a la tabla 1.

Tabla 1

Sistema De Variables empleado en la investigacion

INDICADOR

NIVEL DE MEDICION

VARIABLES DIMENSION
Personales Edad
Sexo

Patologia psiquiatrica

Afios de edad cronolégica
(indicado por el patélogo de
medicina legal)

Sexo del sujeto reportado en
medicina legal.

Reporte de alteracion
psiquiatrica

escalar

Nominal (dicotémica)

Nominal (dicotémica)
Presencia/ausencia

Conservacion del tejido Intervalo post mortem

Calidad de la marcacién

Inmunohistoquimica

NUmero de horas desde el
fallecimiento hasta la fijacion
del tejido

Registro cualitativo de la
marcacion

Tipo de marcador utilizado

Escalar

Nominal (Dicotomica)
apropiada marcacion/
marcacion deficiente
Nominal (dicotémica)
NeuN/parvoalbiimina

Organizacion neuronal Densidades neuronales

Organizacién

NUmero total de neuronas
inmunorreactivas para
parvoalbimina

NUmero de neuronas
inmunorreactivas para
parvoalbimina en capas infra
granulares

NUmero de neuronas
inmunorreactivas para
parvoalbimina en capas
supra granulares

Patron de distribucién de
neuronas detectado del
analisis automatico de la
distribucién de neuronas en
un plano de coordenadas X y
Y

Escalar

Escalar

Escalar

nominal

Region de la corteza cerebral Avrea cortical

Area cortical seleccionada

Nominal:
9,10,24 046
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Describir el patron de organizacion de las células inmunorreactivas para parvoalbimina en la

corteza prefrontal humana a lo largo de tres regiones del tren evolutivo arquicortical.

4.2 Objetivos Especificos:

. Describir el patron de organizacion laminar de las subpoblaciones neuronales

inmunorreactivas para Parvoalbumina.
. Indagar acerca de posibles asimetrias en cuanto a la organizacién de estas neuronas.

. Comparar la organizacién neuronal de neuronas inmunorreactivas para Parvoalbumina en

las diferentes regiones prefrontales evaluadas (areas 9, 46 y 24 de Brodman)
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5. METODOLOGIA.
5.1 Poblacion y Muestra

Para el analisis se obtendran muestras de tejido cortical humano post mortem de tres
regiones del tren evolutivo arquicortical: una region de proisocortex agranular, area 24; una
region de neocorteza disgranular, area 9 medial; y una region de neocorteza granular eulaminada,
area 46. Asimismo, se tomard como control el area 10 de la corteza, la cual corresponde con el
nivel evolutivo mas complejo del tren evolutivo paleocortical. Todas las muestras se obtuvieron
a partir del proyecto, “Caracterizacion de la corteza prefrontal humana” el cual tiene aprobacion

por el comité de ética de la Universidad del Valle

La muestra consitio en 7 sujetos con edades promedio de 38,7 DE 8.7 (Ver tabla 2) y un
intervalo post mortem de 9,2 horas DE 2,8 tomados de muestras recolectadas para la linea de
investigacion “Caracterizacion de la Corteza Prefrontal en Sujetos Humanos”. Las muestras
incluidas no tenian historia de enfermedades neuroldgicas, ni psiquiatricas y no presentaron
signos de trauma o edema cerebral, segin los protocolos presentados por los patélogos de
medicina legal de las regionales de Cali y de Bogotéa (lugares de donde proceden las muestras).El
tejido se obtuvo, de las areas corticales 9, 10, 24 y 46 atendiendo a los diversos criterios

citoarquitectonicos
5.1.2 Criterios de inclusion

Ademas de los datos de los protocolos diligenciados por los patélogos en la sala de
necropsias, se realizd un segundo analisis del material histologico resultante luego del

tratamiento inmunohistoquimico.

Se compar0 la inmunoreactividad de cada sujeto con los resultados mostrados en estudios
similares realizados tanto en otras areas corticales como en otros mamiferos y también se
tomaron como referencia algunos procedimientos preliminares de este trabajo. De acuerdo a lo

anterior se excluy6 el material en los que la reactividad se noto alterada.
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Por otra parte, se establecié como inclusion las edades entre 18 y 55 afios, esto porque los
estudios de cambios estructurales relacionados con la edad demostraron que dicho 63 periodo es
el més estable (Jacobs, Driscoll & Schall, 1997; Lewis, Cruz, Eggan & Erickson, 2004). Todos
los sujetos incluidos son del género masculino, dado que la cantidad de personas fallecidas que
ingresan a medicina legal pertenecientes al género femenino es extremadamente bajo, lo que

imposibilitd una muestra representativa (ver tabla 2).

Con base en los criterios expuestos con anterioridad se seleccionaron las muestras, las
cuales fueron consideradas segun todos los analisis como muestras de individuos “normales”, sin
embargo, el término normal en este estudio se presenta en cursiva y entre comillas para resaltar
gue no se tiene la certeza absoluta de normalidad, puesto que toda la informacidn de los sujetos
incluidos se obtuvo de manera retrospectiva, y por razones obvias no se pudo realizar una

evaluacion del funcionamiento neuroldgico de cada sujeto.

Tabla 2. Caracteristicas De La Muestra

SS CODIGO SEXO EDAD CAUSA DE MUERTE IPM*
LESION EN EL CUELLO POR ARMA DE
1 Cl11 M 26 FUEGO 11 HORAS
LESION EN TORAX Y CUELLO POR ARMA
Cl6 M 35 DEFUEGO 8 HORAS
3 C13 M 37  LESION EN EL TORAX POR ARMA BLANCA 7 HORAS
C10 M 47  TRAUMA CONTUSO HEPATICO 11 HORAS
LESIONES EN CUELLO POR ARMA DE
5 C14 M 47  FUEGO 14 HORAS
HERIDAS EN TORAX 'Y ABDOMEN POR
6 C15 M 31 ARMA DE FUEGO 8 HORAS
C17 M 48 LESIONES EN TORAX POR ARMA BLANCA 6 HORAS

*Intervalo post mortem

5.1.3 Localizacion externa de las areas corticales de interés para el estudio

El sector dorsal de la parte anterior del giro frontal superior (area 9), la zona orbital del
polo frontal (area 10), la region anterior del giro cingulo (area 24) y el punto donde inicia el
segundo tercio del giro frontal medio (area 46), se tomaron como areas de interés de la corteza

prefrontal para el presente estudio, su localizacion se realizdO con base en la subdivision
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arquitectonica establecida por Rajkowska & Goldman-Rakic (1995); Petrides & Pandya (1999)

para la superficie lateral y Ongr et al., (2003) para la region orbitomedial.

Teniendo como referencia los mapas arquitectonicos antes mencionados se ubicaron los
sectores centrales de cada area segun las caracteristicas de cada individuo para no transgredir los
limites de cada area citoarquitectonica. Se tuvieron en cuenta los mismos parametros para tomar
las muestras en los dos hemisferios cerebrales de cada sujeto. Coronalmente, se removio la
muestra sobre el giro, es decir, en la parte externa o corona del giro conservando parte de
sustancia blanca; se obtuvo un bloque de aproximadamente 1cm3, liberando el tejido de las

meninges.

5.2 Procedimiento
5.2.1 Preservacion de Tejido.

Inmediatamente obtenidas las muestras, se lavaron durante 10 minutos en solucion salina
al 10%, con el propdsito de eliminar los excesos de sangre y otros agregados. A continuacion, las
muestras fueron depositadas en recipientes individuales con PLP2, ph de 7.4, para la fijacion del
tejido. Las muestras asi tratadas, se mantuvieron en refrigeracion a 4°c durante un periodo de 6 -
8 dias.

5.2.2 Corte de Tejidos.

Se realizaron cortes de 50 micras de espesor, perpendiculares a la superficie pial,
utilizando un vibratomo Lancer Vibratome series 1000®. Los primeros cortes se utilizaron como
prueba piloto, aplicAndoles una tincion rapida con azul de toluidina, para observar la integridad
del tejido y la orientacion del corte; se tuvo como criterio para este ultimo, que las dendritas
apicales de las células piramidales fueran visibles en toda su trayectoria, hasta alcanzar la capa |

de la corteza cerebral.
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5.2.3 Inmunohistoquimica.

Los procedimientos de inmunohistoquimica se llevaron a cabo utilizando el”Sistema
ABC” de inmunoperoxidasa (Vectastain®). Después de cortados los tejidos se sumergieron en
una solucion de metanol al 30% y peroxido de Hidrégeno al 0,3%, durante 10 minutos, para
eliminar la sangre que pueda estar todavia presente en el tejido. Seguidamente, se lavaron tres

veces con Buffer Fosfato Salino (PBS), durante cinco minutos cada una de los lavados.

Posteriormente, los tejidos fueron tratados con suero de bloqueo normal de caballo
(Vectastain Elite ABC, Vector Laboratorios ®) al 1,5 % en PBS durante 40 minutos, con el
proposito de prevenir reacciones con peroxidasa enddgena o la unién electrostatica con otras
proteinas. Terminado este procedimiento, se llevd a cabo la reaccién con los anticuerpos
primarios, durante un periodo de incubacion de 18 horas. Se utilizaron controles siguiendo el
mismo protocolo previamente descrito, con excepcion de la utilizacién del anticuerpo primario.
Las diluciones de los anticuerpos se realizaron en PBS con Triton al 0,5%, en proporciones

especificas para cada uno como se indica la tabla 3

Tabla 3. Diluciones de los anticuerpos primarios utilizados en el estudio

Anticuerpo Dilucion Laboratorio
Neu-N 1: 2500 Chemicon Internacional®
Parvalbdmina 1: 5000 Chemicon Internacional®

Una vez concluido el periodo de incubacion de los anticuerpos primarios, se procedio a la
realizacion de tres lavados con PBS, por cinco minutos cada uno. Posterior al lavado, se trataron
los tejidos con anticuerpos secundarios biotinilados, utilizando el sistema de “Avidina-Biotina”
(Vectastain Elite ABC ®), procedente de raton (Laboratorios Vector ®); las secciones fueron
expuestas por 40 minutos a estos anticuerpos, diluidos en PBS en proporcion 1: 1200. Todos los

procedimientos se realizan a temperatura ambiente.

Concluidas las reacciones previamente descritas, se revelo la peroxidasa mediante

cromogeno DAB (Diaminobencidina) al 4 %, perdxido de hidrogeno al 2 % y niquel al 2 %, en
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PBS por 10 minutos. ElI material asi procesado, se montd sobre placas de vidrio
“cromoaluminado”. Posteriormente, estas placas una vez se secaron a temperatura ambiente, se
lavaron en agua destilada y se deshidrataron progresivamente, mediante exposicion a soluciones
de alcohol en diferentes concentraciones y a inmersiones sucesivas en Xilol. Finalmente, el
tejido fue cubierto con una resina sintética: Permount ®, mediante la cual se adhieren las

laminillas cubreobjetos.
5.2.4 Procedimiento de registro.

Se tomaron fotografias digitales del tejido procesado por medio de una camara modelo
Cannon Power Shot A95®, con resolucion de 6 mega pixeles, adaptada al microscopio de luz
(Olympus CH-2 Optical modelo CHS®), con lente objetivo de 10x. Las medidas se calibraron a
partir de una placa con distancias predeterminadas tipo A MBM11100 Stage micrometer objetive
NIKON de 1mm con 10 subdivisiones de 100 micras cada una, se toman fotografias en el
microscopio de luz Olympus CH-2 por 10 aumentos y un zoom a 4x de la camara. Todas las
microfotografias se almacenaron en formato JPEG con una resolucion de 1600 x 1200 pixeles
por microfotografia.

Se realizaron fotografias de manera consecutiva, para cubrir el espesor completo de la
corteza cerebral; posteriormente se fusionaron digitalmente con el programa Cannon Photo
Stitch versiéon 3.1 2000®. La fusion de estos campos parciales consecutivos, permite producir
imagenes completas de la corteza cerebral, sobre las cuales se realizd conteo semi-automatico de
células marcadas, asi como otras mediciones pertinentes, utilizando el programa “Imaje J” ® este
programa, desarrollado por el Instituto Nacional de Salud de los estados Unidos, permite
transformar la informacion contenida en las imagenes en datos cuantitativos, por medio de los
métodos de conteo y las medidas de distancia y de area, entre otras (Collings 2007) Para la
calibracién de las medidas de distancia se utilizé una placa con graduacion predeterminada, tipo
A MBM11100 Stage micrometer objetive NIKON ® de 1mm, con 10 subdivisiones de 100

micras cada una.

De cada sujeto, se realizaron tres (3) registros fotograficos completos de toda la corteza,
para todas las medidas: (anticuerpo) x (area) x (hemisferio cerebral), de forma tal que los valores

correspondientes a cada uno, seran valores promedio de los tres registros considerados.
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Utilizando el programa Image J®, se midio el espesor total de la corteza cerebral de las
imagenes ya fusionadas, asi como el espesor de cada una de las laminas corticales, en las
muestras marcadas mediante NeuN. Los valores obtenidos de este conteo fueron utilizados como
punto de referencia para valorar los cambios en la densidad de neuronas inmunoreactivas para
parvoalbdmina, asi como para establecer el patron de distribucion de las mismas a lo largo de la

corteza cerebral.
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6. RESULTADOS
6.1 Organizacion celular

Organizacion neuronal en el &rea 9 de la corteza prefrontal

Figura 1. Fotografias tomadas a 10X
ilustrando el patrén de marcacién
para los anti cuerpos NeuN
(Izquierda) y Parvoalbumina
(Derecha) en cortes coronales del
area 9 medial de la corteza
prefrontal. Nétese el tamaiio de las
neuronas piramidales al final de la
[dmina 1l

(Barras corresponden a 200 micras)
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Organizacion neuronal en el &rea 10 de la corteza prefrontal

Figura 2. Fotografias tomadas a 10X
ilustrando el patrén de marcacién
para los anti cuerpos NeuN
(Izquierda) y Parvoalbimina
(Derecha) en cortes coronales del
area 10 orbital de la corteza
prefrontal. Notese la mayor
definicién laminar de la lamina IV en
comparacion con la figura 1, asi como
la mayor densidad de neuronas
inmunoreactivas para parvoalbumina
en la region superficial de la ldmina V

(Barras corresponden a 200 micras)
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Organizacion neuronal en el &rea 24 de la corteza prefrontal

Figura 3. Fotografias tomadas a 10X
ilustrando el patrén de marcacién
para los anti cuerpos NeuN
(Izquierda) y Parvoalbimina
(Derecha) en cortes coronales de la
regidn anterior del cingulo. En esa
imagen se evidencia menor cantidad
de neuronas y de neuropilo en
comparacion con las otras areas a
estudiar

(Barras corresponden a 200 micras)
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Organizacion neuronal en el &rea 46 de la corteza prefrontal

Figura 4. Fotografias tomadas a 10X
ilustrando el patron de marcacién
para los anti cuerpos NeuN
(Izquierda) y Parvoalbumina
(Derecha) en cortes coronales del
area 46 de la corteza prefrontal.

Nétese en las microfotografias la
ausencia de marcacién para
parvoalbumina en la ldmina | y la baja
densidad de estas en la [dmina Il

(Barras corresponden a 200 micras)
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6.2 Asimetrias

Se realiz6 la prueba T de student para muestras independientes con el fin de determinar la
existencia de asimetrias en cuanto a la cantidad de neuronas inmunoreactivas para
parvoalbdmina, para ello, se tomaron en cuenta tres condiciones:
e El total de neuronas en las seis ldminas de la corteza cerebral (siempre en una rejilla de
500 micras de ancho)
e El total de neuronas presentes en las capas supragranulares.
o El total de neuronas presentes en las capas infragranulares.

Dicho analisis se realizo para cada una de las cuatro areas corticales estudiadas obteniendo
los siguientes resultados

Area 9: a pesar de que en el hemisferio izquierdo se observd mayor densidad, en cuanto al
promedio del total de neuronas (hemisferio izquierdo 114-19 Desviacion estandar DE 23;
hemisferio derecho 107.17 DE 16.082), al promedio del nimero de neuronas en el sector
infragranular (hemisferio izquierdo 54 DE 14.06 hemisferio derecho 47.94 DE 11.8) y al
promedio del numero de neuronas en el sector supragranular (hemisferio izquierdo 60.19 DE
12.3; hemisferio derecho 59.2 DE 13.8), ninguna de estas diferencias fue estadisticamente
significativa, por lo que se podria decir que en el presente estudio no se evidencian asimetrias
interhemisfericas en la expresion de las neuronas inmunorreactivas a este marcador (Ver tablas 4

y 5)

Tabla 4.
Estadisticos descriptivos de la expresion de neuronas inmunorreactivas para parvoalbimina en el area 9 medial de

la corteza prefrontal

HEMISFERIO N Mean Std. Deviation  Std. Error Mean
Promedio del nimero de 1ZQUIERDO 21 114.19 23.004 5.020
neuronas DERECHO 18 107.17 16.082 3.790
Promedio del nimero de 1IZQUIERDO 21 54.000 14.0677 3.0698
neuronas. Infragranular DERECHO 18 47.944 11.8444 2.7918
Promedio del nimero de 1IZQUIERDO 21 60.19 12.234 2.670
neuronas. Supragranular DERECHO 18 59.22 13.838 3.262

Tabla s
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Prueba t de student para muestras independientes comparando el nimero neuronas inmunorreactivas para

parvoalblmina en los dos hemisferios del area 9 medial de la corteza prefrontal.

Independent Samples Test
Levene's Test far Equality of
Wariances ttest for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Difference
Mean Stal. Error
F Sig. t df Sig. (2-tailed) Diffarence Difference Lower Upper

Fromedio del nimero de Equal variances 1134 296 1.087 ar 284 7.024 6.463 -6.072 20118
neuronas assumed

Equal variances not 117 35667 272 7024 6.290 -5.737 19.785
assumed

profmedio del ndmero de Equal variances 210 Ba0 1.440 a7 148 B.0556 4.2056 -2.46549 14.5770
neuronas, Infragranular assumed

Egual variances not 1.459 36.993 183 6.0556 4.1494 -2.3520 14,4631
assumed

Promedio del nimero de Equal variances 459 a0z 232 ar 818 968 4174 -7.489 9.428
heuronas. Supragranulat  assurred

Equal variances not 230 34T .az0 968 4.215 -7.594 9.5
assumed

Area 24: en la region anterior del cingulo, se observa un patron distinto al encontrado en
el area 9 (Tabla 6): a pesar de que el conteo total de neuronas inmunorreactivas para
parvoalbdmina evidencié promedios muy similares para los dos hemisferios (hemisferio
izquierdo 86 DE 23,50; hemisferio derecho 87 DE 24.01) sin embargo, en la regién
infragranular se obtuvo como resultado, menor cantidad de neuronas en el hemisferio izquierdo
que en el derecho (hemisferio izquierdo 31.47 DE 9.7; hemisferio derecho 34.8 DE 9.5)
mientras que el promedio de neuronas inmunopositivas para parvoalbumina en la region
supragranular de la corteza cerebral fue superior en el hemisferio izquierdo que en el derecho
(hemisferio izquierdo 54.5 DE 19.3; hemisferio derecho 53.5 DE 17.8) no obstante, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas (ver tabla 7) por lo que se podria atribuir
con un alto grado de certeza, que las diferencias de promedios observadas se deben al azar y no a

una diferencia en la expresion de dichas neuronas.
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Tabla 6. Estadisticos descriptivos de la expresion de neuronas inmunorreactivas para parvoalbimina en

el area 24 de la corteza prefrontal

Std.
HEMISFERIO N Mean Deviation ~ Std. Error Mean
Promedio del nimero de  1IZQUIERDO 21 86.00 23.507 5.130
neuronas DERECHO 21 87.86 24.500 5.346
Promedio del nimero de  1ZQUIERDO 21  31.476 9.7551 2.1287
neuronas. Infragranular DERECHO 21  34.667 9.5096 2.0752
Promedio del nimero de  1ZQUIERDO 21 54.52 19.320 4,216
neuronas. Supragranular DERECHO 21 53.19 17.801 3.884

Tabla 7. Prueba t para muestras independientes neuronas inmunorreactivas para parvoalblmina en el area 24 de la

corteza prefrontal.

Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of
Wariances ttest for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Difference
Mean Std. Error
F Sig. 1 df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper

Promedio del niimero de Equal variances a0z 586 -.2581 40 803 -1.857 7.409 -16.832 13117
heuronas assumed

Equal variances not -.251 39.932 803 -1.857 7.408 -16.833 13118
assumed

promedio del ndmero de Equal variances oon 986 -1.073 40 .2490 -3.14908 2497249 -9.1938 28179
heuronas. Infragranular assumed

Equal variances not -1.073 39.974 290 -3.1905 29728 -8.19490 2.8180
assumed

Fromedio del ndmero de Equal variances ooz 969 233 40 817 1.333 8733 -10.253 12.8189
neuronas. Supragranular  assurmed

Equal variances not 233 39.735 817 1.333 4733 -10.259 12.922
assumed

Area 10: en esta region tampoco se encontraron diferencias significativas en cuanto a la
expresion de neuronas inmunorreactivas para parvoalbimina, (ver tablas 8 y 9) el conteo total en
el hemisferio izquierdo fue de 134.5 (DE 22.9) mientras que en hemisferio derecho fue de 142.1
DE (35.09); para la expresion infragranular, se obtuvo un promedio de 50.5 (DE 15.08) para el
hemisferio izquierdo y 57.28 (DE 28.4) para el hemisferio derecho. Por ultimo en cuanto a la
expresion de neuronas inmunorreactivas para parvoalbdmina en la region supragranular del area
10 se obtuvo un promedio de 84 (DE 16.9) para el hemisferio izquierdo y un promedio de 84.81

DE 13.9 para el hemisferio derecho.
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Tabla 8. Estadisticos descriptivos de la expresion de neuronas inmunorreactivas para parvoalbimina en

los dos hemisferios del area 10 de la corteza prefrontal

Group Statistics

Std. Error
HEMISFERIO N Mean Std. Deviation Mean
Promedio del nimero de  IZQUIERDO 21 134.52 22.975 5.014
neuronas DERECHO 21 142.10 35.091 7.658
Promedio del nimero de  IZQUIERDO 21 50.524 15.8070 3.4494
neuronas. Infragranular DERECHO 21 57.286 28.4449 6.2072
Promedio del nimero de 1IZQUIERDO 21 84.00 16.991 3.708
neuronas. Supragranular DERECHO 21 84.81 13.966 3.048

Tabla 9. Prueba t para muestras independientes comparando el nimero de neuronas inmunorreacivas para

parvoalbimina en los dos hemisferios del &rea 10 de la corteza prefrontal

Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of
Wariances ttest for Equality of Means
95% Caonfidence Interval of the
Difference
Mean Std. Error
F Sig. t df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper

Froredio del nimero de Equal variances 3219 .0s0 -.827 40 413 -7.871 9153 -26.070 10.927
neuronas assumed

Equal variances not -.827 34.485 414 -7.871 9153 -26.163 11.020
assumed

profmedio del ndmero de Equal variances 5.340 026 -.952 40 347 -6.7619 7012 -21.1140 7.5902
neuronas, Infragranular assumed

Equal variances not -.952 3.277 348 -6.76E149 71012 -21.23498 7.7153
assumed

Prornedio del nimero de Equal variances 1.366 249 - 169 40 867 -810 4.800 -10.510 8.691
neuronas. Supragranular  assurmed

Egual variances not - 163 38.855 867 -810 4.800 -10.521 8.002
assumed

Area 46. De la misma manera que las otras areas corticales estudiadas, en la region
dorsolateral de la corteza prefrontal (area 46) no se encontraron diferencias significativas en
cuanto a la cantidad de neuronas inmunorreactivas para parvoalbumina. En el conteo total, en el
hemisferio izquierdo se observaron en promedio 140 neuronas (DE 17.28) y en el derecho
142.52 (DE 37.16) Para el caso de la regién infragranular, el promedio de neuronas
inmunorreactivas para parvoalbimina en el hemisferio izquierdo fue de 66.09 (DE 18.6),

mientras que para el hemisferio derecho fue de 59.9 (DE 29.15). Y por ultimo, en cuanto a la



Parvoalbumina en la Corteza Prefrontal 43

region supragranular, se observé un promedio de 74.8 (DE 16.5) para el hemisferio izquierdo y
82.6 (DE 17.9) para el hemisferio derecho (Ver tablas 10 y 11)

Tabla 10. Estadisticos descriptivos de la expresion de neuronas inmunorreactivas para parvoalblimina en

el area 46 de la corteza prefrontal

Group Statistics

Std. Error
HEMISFERIO N Mean  Std. Deviation Mean
Promedio del nimero de IZQUIERDO 21 140.90 17.280 3.771
neuronas DERECHO 21 142.52 37.168 8.111
Promedio del nimero de IZQUIERDO 21 66.095 18.6250 4.0643
neuronas. Infragranular DERECHO 21 59.905 29.1512 6.3613
Promedio del nimero de IZQUIERDO 21 74.81 16.534 3.608
neuronas. Supragranular DERECHO 21 82.62 17.907 3.908

Tabla 11. Prueba t para muestras independientes neuronas inmunorreactivas para parvoalbimina en el area 46 de la

corteza prefrontal.

Independent Samples Test
Levene's Test far Equality of
Vatiances ttest for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Difference
Mean Std. Error
F Sig. 1 df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper

Promedio del niimero de Equal variances 8.624 .00s =181 40 .Ba7 -1.619 8.944 -18.696 16.458
heuronas assumed

Equal variances not -181 28.260 .aag -1.619 8.044 -18.933 16.685
assumed

promedio del ndmero de Equal variances 3610 il 820 40 417 61805 7.5488 -9.0663 21.4472
heuronas. Infragranular assumed

Equal variances not az0 33.996 418 6.1905 7.5488 -8.1507 21.8316
assumed

Fromedio del ndmero de Equal variances "7 735 -1.468 40 a0 -7.810 8318 -18.5549 2.940
neuronas. Supragranular assumed

Equal variances not -1.468 39.748 a0 -7.810 4.318 -18.5961 2.942
assumed
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Figura 5. Promedio de neuronas inmunorreactivas para parvoalbimina en rejillas de registro de 500 micras de
ancho, evaluando desde la superficie pial hasta los limites de la lamina VI con la sustancia blanca subyacente
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6.3 Diferencias Entre Areas

Se utiliz6 el andlisis de Varianza ANOVA con la finalidad de determinar si existian o no
diferencias en cuanto al nimero de neuronas inmunorreactivas para parvoalbimina en cada una
de las regiones corticales a estudiar, este andlisis se realizd bajo tres condiciones: 1) el promedio
de neuronas observadas en reglillas de registro de 500 micras de ancho, cubriendo verticalmente
las seis laminas, 2) el promedio de neuronas observadas en reglillas de registro de 500 micras de
ancho, a través de la porcion infragranular 3) y el promedio de neuronas inmunorreactivas para
parvoalblimina, observadas en reglillas de registro de 500 micras de ancho a través de la porcion

supragranular.
Analisis de varianza para el nmero de neuronas en las seis laminas.

Cuando se comparé el promedio de neuronas inmunorreactivas para parvoalbimina se
observo la existencia de diferencias significativas entre las areas corticales a estudiar, en el area
24 se encuentra el promedio méas bajo de neuronas inmunorreactivas para parvoalbimina
mientras que la 46 y la 10 el més alto.

El anélisis Post Hoc revela que se pueden establecer tres grupos, el de menor nimero de
neuronas, conformado por el area 24, con un promedio de 86.93, el cual se diferencia
significativamente del observado en cada una de las otras areas corticales estudiadas. Un
segundo grupo estaria conformado por el area 9, con un promedio de 110.95, el cual es
significativamente superior al del &rea 24 y significativamente inferior al observado en las areas
10 y 46 de la corteza cerebral. Y por Gltimo, un tercer grupo conformado por el &rea 10 (138.31)
y el area 46 (142.71) cuyos promedios de numero de neuronas inmunorreactivas para
parvoalbdmina son significativamente superiores a los observados en las areas corticales 9 y 24.
(Ver: tablas 12, 13 y figura 6)
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Tabla 12, anélisis de varianza ANOVA comparando las diferencias en la expresion de neuronas inmunorreactivas

para parvoalbimina en cada una de las areas estudiadas.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 82992.218 3 27664.073 41.253 .000
Within Groups 107966.231 161 670.598
Total 190958.448 164

Tabla 13, andlisis post hoc de Tukey (seis laminas)

Subset for alpha = 0.05

AREA N 1 2 3

24 42 86.93

9 39 110.95

10 42 138.31
46 42 141.71
Sig. 1.000 1.000 933

2007

150

100

50+

Promedio del nimero de neuronas

AREA 24 AREA 10 AREA 46
AREA

Intervalos de confianza del 95%

Figura 6.promedio del ndmero de neuronas observadas a lo largo de las seis lAminas tomando muestras de 500
micras de ancho.
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Analisis de varianza para el numero de neuronas en la porcién infragranular.

Para determinar la existencia de diferencias en cuanto a la expresion de las neuronas
inmunorreactivas para parvoalbdmina en la region infragranular también se realizo la prueba de
andlisis de Varianza ANOVA y se encontré como resultado que se pueden conformar tres grupos
homogéneos: el primero de ellos compuesto por el area 24, con un promedio de 33.071
neuronas, el segundo grupo conformado por el area 9 medial de la corteza (promedio de 51,205),
y por el area 10 (53.905) y el tercero, el de mayor cantidad de neuronas, conformado por el area
46 (63) y el area 10 (53.905). . Lo anterior indicaria que el area 46 es similarala 9, y a la 10,
pero que la 9 y la 10 se diferencian significativamente. (Ver tablas 14, 15 y figura 7)

Tabla 14, anélisis de varianza ANOVA comparando las diferencias en la expresion de neuronas inmunorreactivas
para parvoalblmina en la regién infragranular

Promedio del nimero de neuronas. Infragranular

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 19818.412 3 6606.137 18.820 .000
Within Groups 56512.764 161 351.011
Total 76331.176 164

Tabla 15, analisis post hoc de Tukey (infragranular).

Subset for alpha = 0.05

AREA N 1 2 3
24 42 33.071

9 39 51.205

10 42 53.905 53.905
46 42 63.000

Sig. 1.000 914 127
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Figura 7.promedio del nimero de neuronas en la porcion infragranular, tomando muestras de 500 micras de ancho.

Analisis de varianza para el nimero de neuronas en la porcién supragranular.

La ultima de las comparaciones multiples entre areas fue la realizada para determinar si el
nimero de neuronas inmunorreactivas para parvoalbdmina en la porcion supragranular, era
diferente en cada una de las areas corticales a estudiar. Dicho analisis mostré que de la misma
manera que en la extension total de la corteza y en la expresion en la porcion infragranular,
existen diferencias que son estadisticamente significativas para esta condicion. El analisis Post
Hoc de Tukey, indica que se pueden conformar dos grupos homogéneos, el primero de ellos
compuesto por el area 24 y el area 9 medial, las cuales presentan los promedios de neuronas mas
bajos, (53.86 y 59.74 respectivamente). Y el segundo, conformado por el area 46 y el area 10
con promedios de 78.71 y 84.40 respectivamente (Ver tablas 16 y 17)

En este caso, es de resaltar que diferente a lo observado en la extension total de la corteza y en la
expresion infragranular, en la region supragranular, el area 9 medial mostré un comportamiento
muy similar al de la region anterior del cingulo (&rea 24), entonces, pareciera que la expresion
infragranular de neuronas inmunorreactivas para parvoalbdmina en el area 9 (disgranular), se
asemeja al de regiones mas evolucionadas (eulaminadas) mientras que en regiones
supragranulares, se asemeja mas al de areas corticales menos evolucionadas (agranulares) (Ver

figura 8)
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las diferencias en la expresidn de

neuronas inmunorreactivas para parvoalblimina en la region supragranular.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 26882.343 3 8960.781 34.121 .000
Within Groups 42281.269 161 262.617
Total 69163.612 164
Tabla 17. Analisis post hoc de Tukey
(Supragranular).
Tukey HSD
Subset for alpha = 0.05
AREA N 1 2
24 42 53.86
9 39 59.74
46 42 78.71
10 42 84.40
Sig. .354 .385

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

10077

80

601

407

Promedio del nimero de neuronas. Supragranular

AREA 24

AREA 10
AREA

Intervalos de confianza del 95%

AREA 46

Figura 8. Promedio del namero de neuronas en la porcion supragranular, tomando muestras de

500 micras de ancho.
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6.4 Comparacion de Expresion Infra 'y Supragranular
Como parte del proceso de caracterizacion, se realizd la comparacion del nimero de
neuronas en la region infra y supragranular para cada una de las regiones estudiadas, obteniendo
como resultado diferencias significativas en cada una de las regiones a estudiar (Tablas 18, 19y
20; Figura)lo que indica que tanto en regiones de poca y mucha diferenciacion laminar, se
mantiene el predominio de la expresion de neuronas inmunopositivas para parvoalbumina en la

region supragranular

Tabla 18. Prueba t, comparando expresion infa y supragranular en el area 9

Paired Samples Test

Faired Differences
95% Confidence Interval of the

Difference
Std. Error
Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair1  promedio del ndmero de -8.5385 16.5861 2.6559 -13.9150 -3.1618 -3.215 38 .0o3

neuronas. Infragranular -
Promedio del numero de
neuronas. Supragranular

Tabla 19. Prueba t, comparando la expresién infra y supragranular en el area 24
Paired Samples Test

Faired Differences
95% Confidence Interval of the

Difference
Std. Error
Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair1  promedio del ndmero de -20.7857 17.2408 2.6603 -26.1583 -15.4131 -7.813 41 .aoo

neuronas. Infragranular -
Promedia del nimero de
neuronas. Supragranular

Tabla 20. Prueba t, comparando la expresion infra y supragranular en el area 10
Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence Interval of the

Difference
Std. Error
Mean Std. Deviation Mean Lowrer Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair1  promedio del ndmero de -30.5000 25,6127 3.8521 -35.4815 -22.58185 -7717 41 .aoo

neuronas. Infragranular -
Promedio del numero de
neuronas. Supragranular

Tabla 19. Prueba t, comparando la expresién infra y supragranular en el area 46
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Paired Samples Test
Faired Differences
95% Confidence Interval of the
Difference
Std. Error
Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair1  promedio del ndmero de -15.7143 31.2678 48247 -25.4580 -5.9708 -3.257 41 ooz
neuronas. Infragranular -
Promedia del nimero de
neuronas. Supragranular
promedio del numero de
neuronas. Infragranular
Promedio del ndmero de
100 neuronas. Supragranular

B0

Promedio

40

207

AREA 9 AREA 24 AREA 10 AREA 46
AREA

Intervalos de confianza del 95%

Figura 9. Comparacion de la expresion infra y supragranular de parvoalbdmina.
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Figura 10 parametro normalizado de la expresion de neuronas parvoalbimina positivas tomando como base la
superficie pial (0,0) hasta el limite de la sustancia blanca subyacente (1,0) nétese que las lineas morada y amarilla
(area 24 derecha e izquierda) no alcanzan el pico descendiente en la mitad de la curva (lamina IV, en el eje X el

espacio cercano a 0,4) como si lo hacen las demaés.
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7. DISCUSION
7.1 Distribucién de las Interneuronas Inmunopositivas en la Corteza Prefrontal

La parvoalbumina es un tipo de proteina atrapadora de calcio que se encuentra presente
principalmente en las interneuronas inhibitorias de tipo candelabro y en Cesta, se ha observado
que este tipo de celulas ejercen un fuerte poder inhibitorio, estableciendo contactos sobre el
segmento inicial del axon y el soma de las neuronas piramidales, por tal motivo, las alteraciones
que se presenten en la subpobalcion de neuronas IR para parvoalbumina podria ser un buen
indicador de la manera en gue se esta estableciendo la regulacion sobre los circuitos de salida de

la corteza cerebral.

En concordancia con lo anterior, se pudo observar que en las regiones estudiadas hay una
alta presencia de neuronas parvoalbumina positivas en las laminas Ill, V' y VI vy una baja
presencia de estas células en las laminas I, 1l y IV; esto se puede explicar porque las primeras

estan ubicadas en ldminas donde existe predominio de células piramidales.

Si se describe la organizacion de las neuronas inmunorreactivas para parvoalbumina
partiendo desde la superficie pial hasta la sustancia blanca subyacente se observa un inicio de la
reactividad en el borde entre las laminas 11 y 111, en ese punto se observa un aumento progresivo
de la densidad neuronal hasta alcanzar su pico mas alto en las regiones medias de la lamina IlI;
alli comienza un descenso que llega hasta una ausencia casi total en la lamina 1V. Cuando
termina la lamina IV e inicia la VV comienza a aumentar de nuevo la densidad neuronal, y se
alcanza un segundo pico de alta en los sectores profundos de la ldmina V; una vez alli,
nuevamente comienza un descenso en la densidad neuronal, que esta vez ocurre de un modo mas
gradual, hasta que en los bordes de la lamina VI con la sustancia blanca subyacente desaparecen

casi por completo.

Lo descrito anteriormente corresponde con un patron de organizacion como el que se
observa en la Figura 9 y es relativamente constante en todas las areas a estudiar (aunque con
algunas diferencias importantes que seran retomadas mas adelante) debido a esto, se plantea que

el anélisis de la distribucion neuronal se puede realizar dividiendo la corteza en el sector supra e
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infragranular, los cuales corresponden con el primer y segundo pico de aumento en la densidad

neuronal respectivamente.

Una vez se tiene en cuenta esto, el primer aspecto relevante para el estudio fue evaluar si
existian asimetrias interhemisféricas en las regiones a estudiar y tal como se observo en los
resultados, no se encontraron diferencias significativas en cuanto a esta variable. Esto se
encuentra en concordancia con estudios anteriores en los cuales se observa una ausencia de
asimetria intehemisférica en regiones prefrontales, por ejemplo Buxhoeveden y Casanova (2005)
no encontraron diferencias en cuanto a la organizacién minicolumnar de la corteza en regiones
prefrontales; Umbarila (2006) tampoco encontrd diferencias en cuanto al patron de organizacion
laminar. Lo anterior corroboraria que por lo menos para el caso de areas prefrontales, existe una
simetria que permite valorar los dos hemisferios como un mismo sistema anatdmico. No
obstante, es de resaltar que a pesar de no haberse detectado diferencias micro estructurales, en las
regiones prefrontales existe una asimetria funcional (Hugdahl K, Davidson R 2002) la cual muy
posiblemente va acompafiada de diferencias anatomicas, pero estas no se relacionan con el sub
tipo de poblacién de neuronas inmunorreactivas para parvoalbimina. Es posible que dichas
diferencias, de existir, se encuentren en términos de patrones de organizacion que actualmente no

hemos evaluado.

Por otro lado, cuando se realizd la comparacion de la inmunorreactividad para
parvoalbimina en las diferentes regiones prefrontales, se pudo evidenciar que el area 24
(Agranular), presenta la mas baja densidad neuronal de las regiones evaluadas; el area 9
(Disgranular) muestra una mayor densidad que el area 24, aunque menor que el area 46
(Granular) y que el area 46 ademas de presentar mayor densidad que las otras dos regiones
estudiadas, tiene niveles similares a otras regiones prefrontales granulares, como es el caso del

area 10.

Si se observa de manera separada los sectores infra y supragranlares de estas regiones se
evidencia un patrén similar, aunque con una diferencia para el area 9 y es que en sectores
supragranulares esta region se parece (no presenta diferencias significativas) al area 24, mientras

que en sectores infragranulares se asemeja a la 46.
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Desde el punto de vista de la teoria de Sanides (1970) sobre los trenes evolutivos de la
corteza cerebral, se podria interpretar que existe una relacion entre el aumento de diferenciacion
laminar en el tren arquicortical y el aumento en el control inhibitorio realizado por las células en
cesta y candelabro. Los sistemas evolutivamente nuevos estan altamente implicados en
comportamientos complejos y requieren sistemas complejos de regulacion de la actividad. Estos
cambios, de acuerdo al patron de organizacion laminar serian similares a los observados en
primates no humanos (Dombrowski et al 2003) y en ese sentido se puede decir que los
mecanismos subyacentes a este tipo de organizacién no son exclusivamente humanos sino que

obedecen a un proceso de evolucion filogenética que involucra ancestros lejanos.

En los resultados se observa que en todas las regiones estudiadas existe un predominio de
la neuronas parvoalbdmina positivas en las regiones supragranulares, en dichas zonas
predominan las conexiones de tipo corticocortical mientras que en las infragranulares como la V
y VI predominan las de tipo corticosubcortical y corticotalamicas respectivamente, (Pandya &
Seltzer 1988; Pimienta 2004) debido a esto, se podria plantear la primera hipotesis, derivada del
estudio y es que la parvoalbdmina no solo regula la actividad de la corteza sino que
especificamente juega un papel determinante en la regulacion de la actividad cortico cortical
mediada por células piramidales. Esta hipdtesis también se sustenta en el hecho de que existe un
mayor predominio de conexiones cortico corticales en regiones granulares eulaminadas como el
area 10 o la 46, mientras que regiones como la 24 con menor desarrollo laminar, se observa un

mayor nimero de conexiones con regiones subcorticales (Fuster 2008)

Ademas del aumento del nimero de neuronas, se evidencia una estratificacion de la
distribucion de las mismas: en el area 24, no se observan cambios abruptos en la densidad
neuronal, mientras que areas como la 10 o la 46, si se evidencian estos y se representan por los
picos hacia arriba y hacia abajo, tal como se observa en la Figura 9. Dicha estratificacion
indicaria que las regiones de aparicion evolutiva tardia también presentan un proceso de

especializacion en cuanto a la expresion de este tipo de neuronas.

Existe una relacion -aunque no necesariamente causal- la cual indica que a mayor nimero
de conexiones corticocorticales, mayor cantidad de neuronas inmunorreactivas para
parvoalblmina, esto es de especial relevancia en términos funcionales en la medida en que las

neuronas de este tipo se caracterizan por ser de disparo rapido (Galarreta & Hestrin 2002) y por
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jugar un papel importante en el mantenimiento de los items en tareas de memoria de trabajo por
medio del poder inhibitorio sobre las sefiales distractoras (Zhou , Katsuki , Qi & Constantinidis
2012)

A partir de la relacion entre los hallazgos del presente trabajo y del papel funcional de la
parvoalbimina como proteina atrapadora de calcio presente en sub poblaciones especificas de

interneuronas se plantean los siguientes postulados a manera de hipotesis:

El tren evolutivo arquicortical, que inicia su proceso partiendo de la corteza hipocampal y
asciende medialmente hasta alcanzar la superficie lateral , no sélo se caracteriza por un aumento
en la diferenciacion laminar, sino también por un perfeccionamiento en el control inhibitorio,
caracterizado por el aumento del nimero de interneuronas en cesta y candelabro y por una
organizacion mas compleja de las mismas, estableciendo especificamente dos bandas de alta
densidad ubicadas en las laminas Il y V. Esta variacion con relacion a otras regiones corticales
permitiria un tipo especial de procesamiento caracterizado por la posibilidad de fortalecer o
inhibir informacion proveniente tanto de los sentidos como de la memoria a largo plazo, dicho
proceso jugaria un papel importante tanto para el funcionamiento ejecutivo como para la
memoria de trabajo. Si estos circuitos de alto poder inhibitorio no funcionaran de manera
apropiada podrian ocurrir un espectro de dificultades en el funcionamiento cognitivo, y es
precisamente eso lo que se encuentra en patologias relacionadas con alteraciones en las neuronas

IR para parvoalbimina como la esquizofrenia (Lewis, Hashimoto & Volk 2005)

En la corteza cerebral existe un grupo diverso de procesos complejos, pero lo que
caracteriza especificamente al funcionamiento ejecutivo es la flexibilidad, la velocidad de
procesamiento de y el control atencional (Fuster 2008) dichos procesos involucrarian

necesariamente un alto control sobre la excitacion y la inhibicion neuronal.

De lo anterior surgiria la interrogante: ¢;Qué ocurre con el procesamiento de la

informacion en regiones filogenéticamente antiguas?

Desde la teoria de Sanides, el marcador evolutivo en la corteza cerebral tiene que ver con un
aumento en el patron laminar. Sin embargo, Nimchinsky et al (1999) ponen de manifiesto que en
la corteza prefrontal ha ocurrido un proceso evolutivo adicional a al aumento en la complejidad

en el patrén de organizacion neuronal y este tiene que ver con la aparicion de especializaciones
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anatomicas tales como las neuronas VVon Economo, lo sorprendente de estas particularidades es
que ademas de ser especificas de mamiferos con sistemas sociales-emocionales complejos, se
encuentran presentes en regiones corticales consideradas filogenéticamente antiguas, tales como
la region anterior de la insula, el giro cingulo (area 24) y en menor medida en el area 9 medial
(Fajardo et al 2008)

Esto implica que dichas regiones a pesar de no tener un complejo sistema de organizacion
laminar, ni de evidenciar una estratificacion de neuronas inmunorreactivas para parvoalbdmina,
si evidencian un patron de cambio, pero al tener una naturaleza distinta, da como consecuencia
funciones distintas: las regiones donde se encuentran las neuronas de Von Economo se
relacionan con procesos motivacionales, que involucran la persistencia en una tarea a pesar de la
ausencia del reforzador (Fuster 2008) o lo que Allman denomina intuicion, que haria referencia a
un proceso en el que se integra informacion proveniente de diferentes fuentes, con la finalidad de
resolver un problema sin que medie directamente un proceso racional (Allman, Watson Tetreault
& Hakeem 2006)

A partir de estos datos se podria pensar que mas que comprender la evolucion de la
corteza cerebral como un sistema de trenes evolutivos, es un sistema con diferentes tendencias:
en algunos casos estas traen como consecuencia una subdivisiéon modular del procesamiento,
ocasionada por la estratificacion en la organizacion neuronal (la cual favorece los procesos
cognitivos complejos) y que en otros casos lo que ocasionan es la aparicion de sistemas
altamente integradores mediados por especializaciones anatomicas (lo que favorece los procesos
emocionales complejos), en medio de este tipo de sistemas se encontraria el area 9 medial de la
corteza prefrontal, la cual tiene caracteristicas parciales de los dos sistemas: una diferenciacién
laminar en la que se distingue una lamina IV, aunque su poca diferenciacion hace que se
caracterice como disgranular, y presenta especializaciones funcionales como las neuronas de

VVon Economo, aunque con un bajo nivel de densidad (Fajardo et al 2008)

El hecho de que el area 9 presente los dos tipos de tendencias indicaria que estas no son
mutuamente excluyentes y que dependen del proceso cognitivo en el que se encuentran
implicadas las diferentes regiones, a saber, las regiones prefrontales dorsolaterales y anteriores

(Granulares) cognicion, regiones prefrontales mediales (agranulares) procesos emocionales y la
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region intermedia (Disgranular) encargada de establecer una inter fase entre la cognicion y la

emocion.

7.2 Perspectivas de investigacion:

e El presente estudio se centré en el analisis del tren evolutivo arquicortical, seria
importante establecer el analisis en cuanto al tren evolutivo paleocortical y valorar si se
observa el mismo fenémeno.

e Un analisis que incluya todas las areas de la corteza permitiria validar los hallazgos del
presente estudio.

e EI anterior trabajo se situ6 en el contexto de la linea de investigacion de corteza
prefrontal del Centro de Estudios Cerebrales de la Universidad del Valle, investigaciones
posteriores podrian incluir el analisis de otros marcadores mas, entre los que se
encuentran la Calbindina y la Calretinina; esto permitiria evaluar si el efecto observado
en el presente trabajo ocurre también en otras sub poblaciones de interneuronas o

Unicamente incluye las mencionadas.

7.3 Consideraciones metodoldgicas:

El presente trabajo se plante6 con un fin de tipo descriptivo, teniendo por objetivo
principal la caracterizacion de las neuronas inmunorreactivas para parvoalbdmina en &reas de las
tres superficies (Medial, orbital y lateral) corticales, para ello se tomaron como muestra regiones

con diferentes grados de diferenciacion laminar (Agranular, Disgranular y granular)

En el proceso descriptivo del trabajo se busco también de establecer comparaciones entre
las areas en mencion, y asi como evaluar la presencia o no de diferencias inter hemisféricas. Los
resultados provenientes de esta investigacion proporcionan aportes al conocimiento de la
microestructura de la corteza cerebral humana, dicho conocimiento es de gran relevancia
teniendo en cuenta que la mayoria de investigaciones realizadas previamente provienen del

estudio de primates no humanos (Passingham &Wise 2012)
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Asimismo, a nivel metodologico el trabajo presenta unas fortalezas con relacion a otros

estudios neuroanatdbmicos:

- Hasta donde llega nuestro conocimiento, este es el primer estudio que evalia las
asimetrias interhemisféricas en cuanto a la expresién de parvoalbimina en la corteza
prefrontal humana.

- La mayoria de los estudios de citoarquitectura se centran en el analisis de las regiones
sensoriales y motoras primarias, falta por explorar a profundidad la anatomia de la
corteza prefrontal

- Existen muy pocos estudios de citoarquitectura en humanos en los que se pueda tener
acceso a los dos hemisferios.

- La mayoria de los estudios, realizados en paises desarrollados toman como muestra
cerebros de personas que murieron debido a enfermedad médica o que se encontraban en
edad avanzada. La muestra empleada en el presente estudio incluyd diversos tipos de
muerte que no se asociaban directamente con alguna enfermedad médica; asimismo, se
obtuvo como poblacion adultos menores de 50 afios, por tal motivo la muestra empleada
en el presente estudio se asemejaria mas al criterio de “normalidad” que los estudios de
referencia.

- Analizar en dos dimensiones el espesor de la corteza desde la superficie pial hasta la
sustancia blanca subyacente permite observar de manera clara los cambios en la
distribucion neuronal a lo largo de las diferentes laminas, incluso, algunos cambios

derivados del proceso de sub laminacion.
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