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- RESUMEN

La inmunohistoquimica aplicada al sistema nervioso ha
constituido en los tltimos afios, una herramienta funda-
mental para demostrar las variaciones regionales en la dis-
tribucién de proteinas estructurales o especificas, en las
células nerviosas de animales de laboratoriol-4.

Una caracteristica de las neuronas desde el punto de vista
estructural, es su variada morfologia en las diferentes re-
giones del sistema nervioso, de tal manera que hay neuro-
nas con soma esférico y escasas prolongaciones como en
las de los ganglios sensitivos, hasta células con comple-
jas arborizaciones dendriticas como las de Purkinje en el
cerebelo o las piramidades en la corteza cerebral. La mor-
fologia de una neurona en gran parte esta determinada por
su citoesqueleto. Hay 3 tipos de elementos fibrilares que
constituyen el citoesqueleto neuronal: neurotibulos, mi-

-
[ ]

Cali, Colombia.

2. Prnf'csg:h mﬁmmﬂm de Morfologia, Facultad de Salud, Universidad del

22

Profesor Asociado, Departamento de Morfologia, Facultad de Salud, Universidad del Valle,

Vol. 19 N2 1, 1958

crottibulos y microfilamentoss. Aunque estas estructuras
estan presentes tanto en el soma como en las prolonga-
ciones de las neuronas, su distribucién no es idéntica en
las diferentes partes de la célula nerviosa y ain mas entre
neuronas de distintos tipos!. Estos elementos ademas de
determinar la configuracion neuronal, estan comprome-
tidos en el transporte de sustancias entre diversos sitios de
la neurona. Los microtiibulos estan constituidos por uni-
dades de tubulina que se organizan de manera helicoidals.

Con procedimientos bioquimicos € histoquimicos’, se ha
demostrado que los microtibulos poseen subunidades pro-
teicas, que se proyectan lateralmente como espinas del
tallo central de tubulina. Estas proteinas se¢ denominan
PAM (en inglés MAP's) (proteinas asociadas con los
microtibulos)23.

En el sistema nervioso se han identificado varnas de
ellas238 asi: PAM-1 se encuentra en las neuronas tanto en
el ax6n como en el soma y en los procesos dendriticos,
pero no se ha reconocido por procedimientos bioquimicos
ni inmunohistoquimicos en células gliales; de otro lado,
PAM-2 estd presente s6lo en el soma neuronal y en las
dendritas34.7.

Se han desarrollado anticuerpos poli y monoclonales con-
tra las PAM2 lo cual permite establecer su presencia por
procedimientos inmunohistoquimicos. Dada la localiza-
cidn selectiva de PAM-2 en los somas y las dendritas de
las neuronas, se puede practicar una "diseccion” de la cor-
teza cerebral y dejar de lado los componentes gliales y
axonales. Escobar et al* utilizaron el anticuerpo mono-
clonal 5F9 contra PAM-2, para el estudio de la organi-
zaci6n dendritica de la neocorteza en ratones’. En el pre-
sente trabajo se usd este anticuerpo para determinar su
comportamiento en la corteza cerebral humana en dife-
rentes dreas corticales y para tal fin se empled material



post-mortem.
MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 8 cerebros humanos frescos (menos de 4 ho-
ras post-mortem), a los cuales se les extrajeron bloques de
1 cm2 de corteza cerebral. Se seleccionaron porciones de 1a
corteza occipital, motora-somatosensorial y prefrontal.

Los bloques se sumergieron por 24 horas en fijador PLP
(paraformaldehido, lisina-peryodato), pH 7.4, que es un
fijador de eleccién, pues preserva bien la antigenicidadio.
Cada bloque se corté a 30 um en sentido coronal con la
ayuda de un vibrdtomo, utilizando como medio liquido
TBS (trizma buffer saline), pH 7.2.

Las secciones se trataron con metanol (20%) para descar-
tar la presencia de peroxidasa endégena, propia de los va-
sos sanguineos en el material no perfundido; en seguida
se incubaron durante 24 horas con el anticuerpo mono-
clonal 5F93, en una dilucién al 1:20 en TBS con 1% sue-
ro normal de cabra y 0.3% de tritén X-100. Después del
periodo de incubacion se revel6 la presencia del anticuerpo
por medio de la técnica del anticuerpo biotinilado (ABC
Complex) (Vector Labs), utilizando como cromodgeno
DAB1 (3.3°diaminobencidina, Sigma). Para todos los ca-
sos se emplearon secciones controles que se incubaron di-
rectamente en el anticuerpo secundario. Las seccionesreve-
ladas se deshidrataron y se montaron para observarlas con
el microscopio de luz (Nikon).

RESULTADOS

En el andlisis de los resultados el producto de reaccion se
restringi a los cuerpos neuronales y a las dendritas de to-
da clase de neuronas. En todos los casos, el producto de
reaccion se observd més fuerte en las dendritas apicales, y
en los cuerpos celulares y mas débil en las dendritas basa-
les (Fotografias 1, 2 y 2A). Por otro lado, se observé una
relacidn clara entre 1a morfologia celular y la intensidad de
la coloracién y se noté una mayor intensidad en las c€lu-
las piramidales (mayores de 50 um). En los cortes corona-
les cuyo plano de seccién fue ideal, se pudieron apreciar
en toda su longitud las dendritas apicales. Alli el producto
de reaccién se distribuyé de manera uniforme en el tallo
dendritico principal, las ramas secundarias se pudieron re-
conocer sélo ocasionalmente en medio de la trama den-
dritica. En los cuerpos celulares 1a reaccidn revel6 en for-
ma nitida la morfologia del soma (Fotografias 1 y 3).

A continuacion se hace una breve descripcion del patron
de coloracion en las diferentes ldminas de la corteza cere-
bral observada bajo una perspectiva coronal (Fotografias

Fotografia 1. Corresponde a una seccién coronal de la corteza occipital
humana (capa V, drea 17) donde se observan neuronas con reaccion
sitiva al anticuerpo SF9, revelado con el método del anticuerpo
iotinilado (ABC-Kit). Se aprecian varias células piramidales (*), en
las cuales el citoplasma estd intensamente tefiido al igual que su
dendrita apical, algunas dendritas basales aunque tenuemente tefidas se
pueden seguir por el corto trayecto (flechas) (40X).

Fotografia 2. Co_rresrmde a una mayor ampliacién de la { ia
anterior, se aprecian las dendritas basales (flechas) y dendritas apicales
(*). Se nota que algunas uenias células muestran una reaccion tenue

en su citoplasma comparada con las células piramidales (cabezas de
flechas)

4,5, 6y 7). Aunque el andlisis comprometia 4 diferentes
areas corticales, se hace énfasis en la corteza primaria vi-
sual y somatosensorial, pues ellas representan ejemplos
tipicos de corteza y se obtuvieron los mejores datos expe-
rimentales.



Figura 2A. Se aprecian algunas células trian de la capa VI
(Lorente de No) de la corteza visual, el soma y las dendritas apicales se
pueden identificar. Se nota cémo las dendritas apicales de varias células
tienden a agruparse mientras ascienden (flecha). A la izquierda de la
fotografia (*) se aprecia una forma celular no piramidal con tincién
tenue y procesos dendriticos que se bifurca muy cerca del soma

adoptando una trayectoria casi tangencial al plano coronal (40X).

Fotografia 3. Se muestra una ampliacién de una célula piramidal (*)
rodeada por interneuronas (ﬂcchasg con reaccién tenue y procesos den-
driticos pobremente marcados (40X).

Lamina 1. La lamina I o molecular, mostrd poca unifor-
midad en su patron de coloracién en las diferentes areas

analizadas, en contra de lo que sucede en el material per-
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fundido en estudios similares hechos en animales!49. Las
pocas c€lulas que se localizan en esta capa mostraron
€scasa O ninguna reaccion.

Laminas 1I-11I. El producto de reaccién se aprecia clara-
mente en las c€lulas de formas piramidales que se destacan
entre otros elementos menos teiiidos.

Lamina IV. Las c€lulas a este nivel se caracterizan por
presentar patrones de coloracion menos intensos, hecho
evidente en el andlisis de las regiones corticales que po-
seen una lamina IV bien diferenciada, como la corteza
somatosensorial (Fotografia 5) y la corteza visual primaria
(area 17) (Fotografia 4). En estas zonas, la ldmina IV
aparece de aspecto claro y se localiza entre dos ldminas
mas oscuras, la lamina III por encima y la V por debajo.

Ldamina V. A este nivel las células piramidales muestran
una reaccion somditica intensa, pues se aprecian clara-
mente sus gruesas dendritas apicales mientras ascienden
hacia la 1amina I. Las dendritas basales al igual que los
procesos oblicuos de las dendritas apicales se observan
débilmente marcadas.

Ldamina VI. Con este método la ldmina VI se distingue
faciilmente en la neocorteza, entra la 1amina V por encima
y la sustancia blanca subyacente que carece del producto
de la reaccion. Tanto los cuerpos celulares como las den-
dritas de esta 1amina reaccionan de una manera mas débil
al marcador, si se comparan con los componentes de la 14-
mina V. Sin embargo, las dendritas apicales se pueden ob-
servar con claridad en su ascenso hacia las capas corticales
suprayacentes V y IV (Fotografias 6 y 7).

ORGANIZACION DE LAS DENDRITAS
APICALES

Se aprecian 2 estratos de alta densidad dendritica. Uno
supragranular que incluye las 1dminas III, II y I y el infra-
granular conformado por los segmentos proximales de las
dendritas apicales y basales de la 1dmina V y las dendritas
de las células de la VI.

El patrén selectivo de coloracién permite observar en el
ser humano, un modelo de organizacién dendritica simi-
lar al descrito por otros autores con anterioridad en dife-
rentes modelos animales!!-14, Las dendritas apicales se or-
ganizan mientras ascienden en conjuntos o "fasciculos" de
distribucion uniforme a lo largo de la corteza (Fotografias
4,5,6y7).

En las secciones analizadas se identifican 2 sistemas de
fasciculos dendriticos, uno prominente formado por con-




Figura 4

juntos de dendritas apicales pertenecientes a c€lulas pirami-
dales de la 14mina V, que en su ascenso atraviesan la 1ami-
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Fotografia 4. Corresponde a un montaje de la corteza visual (irea 17)
humana, en la cual se aprecian las diferentes ldminas corticales,
sefialadas con mimeros romanos. Se observan dos estratos dendriticos
separados por la limina IV en el centro; se nota que la densidad
dendritica es mayor por encima y por debajo de esta ldmina; se aprecia
ademids la organizacién en fasciculos dendriticos provenientes de la

l4mina VI. Adicionalmente se observa el conjunto de fasciculos que se
origina en la 14mina V, cruzando la limina IV en su ascenso hacia la

capa molecular (més detalles se indican en el texto) (10X).

Figura 5. La fotografia corresponde a la corteza cerebral somato-
sensorial humana (égrea 3). En esta preparacion las células aparecen niti-
damente marcadas destacdndose en medio de los sistemas fasciculares
descritos en el texto. A nivel de la limina III, se observa como
dendritas de esta lamina se inetzﬁmn a fasciculos que ascienden proce-
dentes de niveles inferiores (flechas) (10X).

na IV (cuando estd presente); entre los fasciculos se
observan distancias regulares de aproximadamente 60 pm.
En la zona intermedia de la corteza, donde la mayoria de
las dendritas apicales no se ha ramificado, se aprecian cla-
ramente. Al alcanzar la ldmina III, la mayoria se divide y
disminuye su didmetro, pero preserva en todos los casos
la asociacion en fasciculos. De esta manera aumenta su
niimero y se reduce la distancia entre ellos, alrededor de 40
um. En este nivel las dendritas apicales de las laminas III
y II se integran a los diversos fasciculos. Finalmente, el
conjunto de las dendritas apicales remata en la capa
molecular.

El otro sistema de fasciculos dendriticos estd constituido
por procesos apicales de c€lulas de la lamina VI, que as-
cienden hasta 1a ldmina IV sin que se aprecie correspon-
dencia entre este sistema y el anterior; es decir, no existe
continuidad aparente entre los dos sistemas, pues solo en
forma ocasional se observan dendritas de 1a lamina VI que
se suman al sistema fascicular originado en la capa V.

DISCUSION

En el presente trabajo se utilizé un anticuerpo monoclo-
nal contra proteinas asociadas con microtiubulos (PAM-
2), para estudiar la distribucién de las dendritas apicales de
la corteza cerebral humana, con base en que la coloracion
diferencia entre dendritas delgadas y gruesas y entre los dis-
tintos cuerpos celulares, y que es mas fuerte en las células
piramidales que en las células estrelladas. Por el momento
no es posible establecer la razén de las diferencias en el pa-
trén de tincion observado en los diversos tipos celulares.
En este sentido De Camili et alt sugirieron en su analisis
del sistema nervioso en roedores, que entre las neuronas
existen particularidades en la distribucion de microtubulos
y proteinas asociadas (PAM).

Los resultados del presente trabajo muestran que el produc-
to de reaccion se restringio a los cuerpos celulares y a los
procesos dendriticos, pero no a las prolongaciones axoni-
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cas ni a los elementos gliales. Estos resultados coinciden
con los de otros autores que utilizaron diferentes técnicas
y animales de laboratorio como el raton#

La organizacién dendritica en fasciculos se ha descrito co-
mo un hecho general en el sistema nervioso. Este tipo de
‘organizacion se observa en la médula espinal, en el tallo
y en la corteza cerebrales!sis. En la corteza cerebral de la
rata Peter y Walsh13, lo demostraron como agrupamientos
de dendritas apicales pertenecientes a c€lulas de la capa V,
localizadas a diferentes niveles y sugirieron que los cuer-
pos celulares donde se originan también se encontrarian
agrupados. Posteriormente Feldman y Petersié demostra-
ron el agrupamiento dendritico que forma fasciculos en
varias areas del cerebro de ratas, gatos, macacos y en la
neocorteza humana.

Fleischauer et ali2 describieron la formacién de fasciculos
por las dendritas que se extienden desde la 1amina V hasta
la 111, observaciones que coinciden con las de Peters &
Walsh!3. Estos autores concretan su andlisis al nivel me-
dio cortical, donde los fasciculos aparecen constituidos
por dendritas de mediano y gran calibre y como conse-
cuencia mas ficilmente diferenciables entre los elementos
corticales tefiidos que aparecen a su alrededor. Sin embar-
go, no pudieron seguir los fasciculos dendriticos en toda
su extension una vez se ramifican y disminuyen de diame-
tro a nivel de la 1amina III. De otra parte 1a falta de selec-
tividad de las técnicas utilizadas por ellos no permitid en
todos los casos definir, si los procesos mas delgados ob-
servados correspondian a dendritas o axones!2. Por el con-
trario, el patrén de coloraciéon especifico en el presente
trabajo, excluye los procesos axénicos, las c€lulas gliales
y marca nitidamente la poblacién dendritica apical, en tal
forma que se pueden seguir desde su origen en los somas
hasta la capa molecular y ofrecer un cuadro completo de la
organizacion dendritica. M4s ain, ciertos arreglos cito-
arquitecténicos no frecuentemente observables con tincio-
nes cldsicas!”.18 se pueden reconocer a través de este méto-
do cuando se analizan coronales como organizacion colum-
nar de los somas, procesos dendriticos y los densos estra-
tos dendriticos supragranular e infragranular, que se 1lus-
tran en el presente trabajo.

En la neocorteza se pudo reconocer un segundo sistema de
fasciculos no descrito antes en seres humanos. Se origina
en el estrato intermedio y supeficial de las células de la 14-
mina VI. Las dendritas constituyentes se caracterizan por
su didmetro uniforme, que permite sugerir que pertenecen
a células con caracteristicas morfofisiologicas homadge-
nas. Estas dendritas se agotan principalmente a nivel me-
dio cortical, observacion que coincide con las de Lorente
de No1 quien utilizé el método de Golgi, y las mas recien-
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Fotografia 6. Corresponde a una ampliacién de la lamina III. Se mues-
tran varios fasciculos dendriticos ascendiendo (*); una célula piramidal
mediana orienta su proceso dendritico apical hacia un conjunto
dendritico %e asciende y se integra a €l (flecha) en direccion a la capa
molecular (20X).

tes de White quien combina las técnicas de degeneracion
retrégrada y el uso de peroxidasa de rabano como
trazador?s.

Los hallazgos anteriores junto con €l hecho que los fas-
ciculos dendriticos originados en la lamina VI, en la ma-
yoria de los casos no coinciden en su disposicion topo-
grafica con los fasciculos suprayacentes que nacen en la
lamina V, permiten sugerir que este sistema es indepen-
diente en el hombre como demostraron Escobar et al*® en
el raton.

El arreglo en fasciculos de la lamina VI puede tener
implicaciones funcionales importantes pues como lo in-
dican White!? y Jones®, las dendritas apicales de la lamina
VI estdn conectadas reciproca y monosinidpticamente con
el tdlamo. Se sabe que las conexiones corticotalamicas
est4n organizadas de acuerdo con el arreglo topografico de
los niicleos de relevo, donde las fibras que emergen de una
parte de la corteza se proyectan solo hacia la zona res-
pectiva del nicleo correspondiente2t. No se sabe si hay
correspondencia entre la formacion de los fasciculos den-
driticos de la capa VI y la manera como estas neuronas en-
vian sus axones al tdlamo, a través de las fibras corticota-
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Fotografia 7. Detalte de fasciculos dendriticos de la capa V1. Se nota
ue los elementos constituyentes de cada fasciculos son delgados
X).

ldmicas. La tincion selectiva de los fasciculos dendriticos
en la capa VI, simultdnea con la de sus axones de proyec-
cién al tdlamo podria aclarar el punto. Es importante
anotar que las fibras aferentes talamocorticales realizan
sinapsis con neuronas de proyecciones corticotalamicas®,
lo que indica la existencia de un circuito de retroalimen-
tacion talamocortical-corticotaldmico. La funcion de esta
via puede exagerar diferencias en los niveles de excitacion
entre conjuntos de neuronas corticales pertenecientes a
grupos distintos, como lo propone Jones.

La existencia de fasciculos dendriticos organizados a partir
de la capa VI en todas las regiones corticales, sugiere que
este circuito de retroalimentacion no estaria restringido a
las 4reas sensoriales de la corteza. Sin embargo, €s
notorio en el rat6n’, que la poblacién dendritica perte-
neciente a este sistema es mas alta en las areas senso-
riales. Esto quizés se relaciona con las diferencias en den-
sidad entre fibras talamocorticales presentes en las
distintas regiones de la corteza, que son menos densas en
las dreas motoras y mas abundantes en las sensoriales®.
A este respecto, en el material analizado, no hay datos
cuantitativos, que permitan establecer si esta caracteristica
es valida en el ser humano.
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Como se mostrO en los resultados, las dendritas apicales
de la capa V dan lugar a fasciculos de curso radial hacia la
capa molecular. A nivel de la capa IV estos fasciculos
aparecen como estructuras discretas separadas unas de
otras. El nimero dendritico es variable en cada fasciculo
y depende del érea cortical y de la profundidad. Estas
observaciones coinciden con las realizadas por Peters &
Walshi3 y discrepan de las més recientes de Schmolke &
Fleishauer®, quienes consideraron como axones a los pro-
cesos mas delgados que acompafian a los fasciculos den-
driticos, algunos de los cuales de acuerdo con las obser-
vaciones de este trabajo corresponden a dendritas apicales
de la ldmina VI.

DENSIDAD DENDRITICA

Los resultados que aqui se discuten muestran 3 zonas con
diferentes densidad dendriticaen 4reas de la cortezaconuna
14mina IV bien definida. En todos los casos la zona me-
nos densa se localiza a nivel medio cortical. Esto tendria
relacion con la alta poblacién de interneuronas y axones
presentes en la 1amina IV que ocupan la mayor parte del
espacio. Ademas Lorente de Nos sefiald, que las dendritas
apicales que parten de las células de la lamina V, poseen
pocas ramificaciones y espinas a nivel de la lamina IV;
esto sugiere que la mayor parte de la activacion de los
segmentos apicales de estas células, ocurre a nivel de las
laminas V y III donde las dendritas apicales poseen abun-
dantes espinas.

ARREGLO COLUMNAR

La primera mencién acerca de la organizacion columnar
en la corteza fue hecha por Lorente de No%.
Mountcastle2s, fisiolégicamente demostr6 que las neu-
ronas localizadas en la corteza somatosensorial en la
misma dimension radial, se activan por 1a misma clase de
estimulos (columnas de modalidad).

Hubel & Wieselz, observaron un fenémeno similar en la
corteza visual de los primates. Sin embargo, estas unida-
des funcionales carecian de una correlacion morfologica.

En biisqueda de esta correlacién Hubel y colaboradores?
mostraron en el primate a nivel de la 1dmina IV, una dis-
tribucién particular de terminales axénicas procedentes del
nicleo geniculado lateral, las cuales aparecen en bandas
alternantes de 500 pm de ancho que conducen informacion
de un ojo o del otro. En este caso el limite morfoldgico
lo da la distribucion de las aferentes talamicas. Aunque
las columnas de dominancia ocular sélo estan presentes
en primates. con esta base, s¢ han realizado modelos
generales de organizacion cortical.
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Otros autores®30 han definido estas columnas de acuerdo
con la distribucién de conexiones corticocorticales (callo-
sas), de tal manera que los elementos extrinsecos a la
columna celular determinarian los limites morfoldgicos.
Todos los estudios coinciden en definir el diametro
columnar entre 300 y 500 pm.

Cuando Peters & Walsh1? y Feldman & Petersié hicieron
en roedores las primeras descripciones sobre los fasciculos
dendriticos, se indicé que por ser la distancia entre fas-
ciculos mas pequefia que las columnas, varios fasciculos
podrian estar incluidos en una columna. En un modelo
reciente presentado por Szentagothai’! se sugiere que cada
columna podria estar dividida en subcomponentes, determi-
nados por la distribucién de procesos axénicos de células
asociativas orientados verticalmente, que actuarian sobre
las dendritas apicales. El patrén de distribucion dendritico
demostrado en este trabajo podria constituir un arreglo
arquitectonico ideal para facilitar la accion del restringido
patrén de arborizacién en los axones de las c€lulas asocia-
tivas de la capa IV, los cuales se ha demostrado adoptan
cursos ascendentes o descendentes y conectan las dendritas
apicales a nivel de las ldminas III y II3!. La reunion de
varias dendritas en fasciculos, facilita la accién sinaptica
axodendritica. Finalmente, 1a aplicacion del método esta-
bilizado en la presente comunicacion sin duda alguna, es
muy util para el andlisis de la corteza cerebral tanto en
condiciones normales como patologicas.
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SUMMARY

The inmunoperoxidase technique in the cerebral cortex of
the human brain, using a monoclonal antibody (5F9)
against the microtubule associated protein-2 present in
neuronal bodies and dendrites was stabilized. Taking
advantage of the selectivity of the staining pattern the
neuronal and dendritic architecture of different areas of the
cerebral cortex were analyzed. The method could be
useful to assess cortical disorders associated with several
clinical entities.
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