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Resumen

La diversidad morfolégica, la organizacion y la conectividad de las neuronas son aspectos importantes en el
funcionamiento del sistema nervioso, pero especialmente la morfologia de las células nerviosas es la que
desempefia un papel fundamental en los patrones de comunicacién sinaptica (Kutzing et al., 2010). En este
contexto, las dendritas, que son estructuras receptoras de sefiales sinapticas, exhiben una notable diversidad
en su longitud, forma y patrén de ramificacion, mismas que pueden manifestarse en fragmentaciones
asociadas a procesos patologicos, pues algunos estudios han revelado que las alteraciones en la morfologia
dendritica tienen relacion con diversas enfermedades como la esquizofrenia y la enfermedad de Alzheimer
(Kutzing et al., 2010).

Para el estudio de este tipo de alteraciones morfolégicas se han desarrollado métodos de analisis
estructurales, entre los cuales destacan los softwares de cuantificaciéon neuronal automatizada; sin embargo,
una técnica estandar que hasta el dia de hoy es utilizada es el analisis de Sholl, pues permite cuantificar la
longitud dendritica de la neurona y el nimero de intersecciones dendriticas de forma manual, esta técnica ha
sido empleada en mudltiples estudios estructura-funcion analizando cuantitativamente los cambios
morfolégicos en las neuronas que pueden estar asociados a neuropatologias (Binley et al., 2014).

El objetivo de este articulo es la puesta a punto de la técnica conocida como analisis de Sholl, usando una
plantilla que facilite la cuantificacion de la arborizacion tridimensional a partir de un dibujo bidimensional de
neuronas piramidales, localizadas en la capa Il/lll de la corteza cerebral de la rata, tefiidas con el método
Golgi-Cox.

Palabras clave: morfologia neuronal, analisis de Sholl, dendritas, corteza cerebral.

Antecedentes

En 1953 Donald Sholl presentd un analisis de la cuantificacion de la morfologia neuronal, esta técnica es
completamente manual, misma que ha sido comparada con otros métodos actualizados en los que se utiliza
un reprocesamiento de imagenes digitales y una cuantificacion automatizada; sin embargo, esta diversidad
de métodos pueden introducir sesgos en el usuario o no han sido comparados lo suficiente con el analisis
manual para indicar que haya una mejoria en la precision de datos (Gensel et al., 2010). En varios de los
programas computacionales mas sofisticados el trazo de la neurona sigue siendo manual y sujeto al error
humano; por lo tanto, el analisis de Sholl se considerada una técnica estandar vigente y util, de uso confiable
y sensible para la obtencién del nimero de intersecciones de las dendritas para la estimacion de la distancia
total de la neurona, iniciando en el soma y hasta la dendrita mas distal, en sentido radial (Binley et al., 2014).
Es importante tener presente que, el analisis de la morfologia neuronal es fundamental para la investigacién
de procesos involucrados en la progresion de algunas enfermedades, asi mismo para cuantificar los efectos
de posibles tratamientos (Gensel et al., 2010), ademas de practicamente cualquier fendmeno relacionado con
el neurodesarrollo y la plasticidad neuronal, tanto en condiciones normales como patoldgicas.
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Morfologia de las células nerviosas

La neurona es la unidad elemental para el procesamiento y transmisién de sefiales en el sistema nervioso,
su morfologia es variada inclusive en las diferentes subregiones de cada estructura cerebral; sin embargo, la
mayoria comparten componentes caracteristicos: un soma, dendritas, axén y botones terminales (Carlson,
2006), (Figura 1B).

A)

Figura 1. En la imagen A) se observa un corte transversal del cerebro de una rata, tefiido con la técnica Golgi-Cox, misma que permite visualizar las
diferentes regiones cerebrales desde una vista panordmica a 2x, en B) se muestra la microfotografia de una neurona piramidal de la corteza cerebral
de la rata, a 40x, tefida con el mismo método, pueden identificarse claramente sus componentes esenciales.

Fuente: Material propio generado durante el verano.

Corteza cerebral y plasticidad

El cerebro es un 6rgano sumamente complejo que esté presente tanto en seres humanos como en animales
superiores 0 mas complejos, esta constituido por millones de células con caracteristicas y funciones
especializadas, principalmente neuronas y células gliales, que permiten llevar a cabo procesos complejos
como el movimiento y la sensopercepcion; ademas, la corteza cerebral del cerebro humano, en comparacion
con el de otros mamiferos, ha evolucionado de tal manera que hoy en dia se le atribuyen funciones complejas
como el pensamiento, el razonamiento, el lenguaje y la toma de decisiones (Di Bella et al., 2024).

La corteza cerebral es una capa delgada que rodea la superficie de los hemisferios cerebrales, en esta lamina
cortical se pueden encontrar varias clases de neuronas o células no nerviosas que estan reunidas a lo largo
de seis capas en la rata y en el humano, cada una de estas capas estan ordenadas de forma paralela y son
numeradas desde la superficie externa del cerebro hasta la sustancia blanca (Miyashita, 2022). A
continuacion (Figura 2), se resumen los tipos de capas y las células mas destacadas en cada una: la capa |
(denominada molecular) es donde residen principalmente los axones, dendritas y terminales de axones de
las neuronas. En la capa Il y lll predominan las células nerviosas de forma piramidal, sus axones se proyectan
hacia otras areas corticales y en la profundidad de la capa lll las neuronas suelen ser de mayor tamafo. La
capa IV (granular) contiene un mayor numero de neuronas esféricas pequefias y también neuronas
piramidales. En la capa V hay células nerviosas en forma piramidal que suelen ser de un mayor tamafio que
las de la capa Il/Ill. Por ultimo, en la capa VI (multiforme o polimoérfica) las neuronas tienen forma variada,
proyectando sus axones también a otras areas corticales (Miyashita, 2022).
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Figura 2. En A se ilustran las seis capas de la corteza cerebral, la presencia de neuronas en ellas, su forma y tamafio relativo, en B se muestra una
microfotografia a 4x de un corte transversal del cerebro de la rata teiiido con el método Golgi-Cox
Fuente: Material propio generado durante el verano, el dibujo fue realizado usando IA a partir de la microfotografia.

La corteza cerebral representa una de las regiones mas plasticas del encéfalo, con una capacidad notable
para modificar sus conexiones sinapticas, su arquitectura neuronal y la eficiencia de sus redes funcionales a
lo largo del desarrollo y en respuesta a la experiencia. Esta plasticidad se manifiesta particularmente durante
la infancia y adolescencia, etapas donde ocurren procesos clave como la proliferaciéon y poda sinapticas, la
mielinizacion y la reorganizacion funcional. Durante la pubertad, por ejemplo, se observa una reestructuracion
intensiva en areas como la corteza prefrontal, la cual se vincula directamente con la maduracién de funciones
ejecutivas, emocionales y sociales (Juraska, 2024), y por supuesto procesos mas complejos como el
pensamiento y el lenguaje.

Los mecanismos de plasticidad cortical implican tanto cambios estructurales como funcionales.
Estructuralmente, se ha observado que las neuronas piramidales de la capa V en la corteza motora presentan
un incremento en la complejidad de su arborizacion dendritica y en la densidad de espinas, lo que refleja una
mayor capacidad de integracion sinaptica (Benedetti et al., 2020), aunque lo mismo puede decirse de
cualquier otra neurona del sistema nervioso. Funcionalmente, esta maduracion permite una mejora en el
control motor, la coordinacién y el aprendizaje de habilidades especificas. Desde un punto de vista molecular,
la expresion de genes regulados, por ejemplo, por el factor transcripcional SATB2 (proteina de unién a
secuencia rica en AT especial 2) se ha identificado como esencial para coordinar procesos como la
axogeénesis, la formacion de sinapsis y la plasticidad sinaptica en la corteza cerebral en desarrollo (Guo et al.,
2023), SATB2 actua como un organizador de la cromatina y regula la expresién génica necesaria para
establecer circuitos neuronales adecuados, especialmente en las regiones somatosensoriales y frontales.

La plasticidad cortical no solo es esencial en etapas del desarrollo, sino que también se mantiene en el adulto
en forma de neuroplasticidad adaptativa. Esta permite reorganizar circuitos tras lesiones cerebrales,
incorporar aprendizajes complejos o responder a experiencias sensoriales y cognitivas. De esta manera, la
corteza cerebral se posiciona como una estructura altamente maleable y critica para la adaptacion del
individuo en contextos variables, sustentando su rol central en la cognicion, el comportamiento y la memoria.
Ademas, la maduracion estructural de las neuronas piramidales de la capa V en la corteza motora se
correlaciona con el incremento de la complejidad dendritica y la densidad de espinas, lo cual refleja un
perfeccionamiento funcional en la comunicacion intracortical (Benedetti et al., 2020).
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Tincion de Golgi-Cox

El método de tincion Golgi-Cox ha sido empleado para el estudio y analisis de la morfologia neuronal,
incluyendo el soma, el axon y las dendritas, asi como las espinas dendriticas (Zaqout & Kaindl, 2016). Esta
tincion, ademas de permitirnos observar la neurona en tres dimensiones y con su completa estructura,
también nos permite estudiar las alteraciones en la plasticidad sinaptica, las cuales pueden estar asociadas
a la propia experiencia, a los cambios que surgen durante el neurodesarrollo, o alguna alteracion en el
comportamiento, mismos que se pueden expresar en el tejido humano o en modelos animales; un ejemplo
claro de ello es el estudio que se realizé en un modelo animal para observar el efecto de la clozapina en un
tratamiento de esquizofrenia, el cual demostré6 que habia hipertrofia neuronal y una disminucién de la
espinogénesis en zonas del cerebro como la corteza prefrontal (PFC) y en el ndcleo accumbens (NAc), todo
esto mediante andlisis morfolégico de tipo cuantitativo de la neurona (Bringas et al., 2012).

Material y métodos

Organismos

Se emplearon ratas adultas de la cepa Sprague-Dawely machos y hembras, n=4, de 350 gr, mantenidas con
libre acceso a agua y alimento, en un ciclo de luz oscuridad 12/12, en el Bioterio del Campus Celaya-
Salvatierra de la Universidad de Guanajuato (Figura 3).

Figura 3. Ratas de la cepa Sprague-Dawley adultas con libre acceso a agua y alimento.

Tincion y revelado del tejido

En el presente estudio los estudiantes trabajaron con preparaciones histoloégicas permanentes, por lo que
para este procedimiento en especifico no se usaron animales. Para cuantificar una neurona con el analisis
de Sholl se debe contar con preparaciones histoldgicas de cortes de tejido cerebral de rata tefiidas con la
técnica de Golgi-Cox u otras variantes de la misma, usando un protocolo estandar, para mayor detalle sobre
ésta pueden revisarse trabajos de nuestro grupo (Bringas et al., 2012; Penagos-Corzo et al., 2015; Zaldivar
et al., 2024). Se resume a continuacién: 1) se extrajo tejido cerebral de rata anestesiada a partir de una
perfusion cardiaca con solucion salina al 0.9%, 2) se coloco el tejido en solucién de Golgi-Cox, previamente
preparada, para su impregnacion, se hizo un cambio de solucién a las 24 horas y luego se mantuvo en total
oscuridad por 14 dias, 3) el tejido se colocd durante 3-5 dias en una soluciéon con sacarosa al 30%, 4)
empleando un vibratomo se hicieron cortes transversales de 150 micrometros, 5) los cortes se colocaron en
portaobjetos para posteriormente pasarlos por el tren de revelado, que consistié en: agua bidestilada (H20b)
por 1 minuto, hidréoxido de amonio por 25 minutos, 10 lavados en H20b, fijador de Kodak por 25 minutos,
etanol al 50% por 1 minuto, etanol al 70% por 1 minuto, etanol al 96% por 5 minutos, etanol al 100% por 10
minutos, segundo paso en etanol al 100% por 10 minutos y finalmente 15 minutos en xileno. Posteriormente
los cortes se montaron colocando una capa de resina sintética y un cubreobjetos para resguardar los cortes,
se dejaron secar por al menos 2 semanas antes de visualizarlos al microscopio.

pag 4



X X X VOLUMEN 37

"; ¢ Verano XXX Verano De la Ciencia
/# ciencia ISSN 23959797

www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

Analisis de Sholl

Para realizar el dibujo de una neurona se coloc6 una laminilla o preparacién permanente con tejido cerebral
impregnado con Golgi-Cox en un microscopio trinocular (Omax M83EZ), con camara digital (Omax, 14
megapixeles), al que se le adaptd otra camara ltcida 6ptica (Olimpus), y utilizando el objetivo 40x se localizd
una neurona, en este caso una de tipo piramidal de la corteza cerebral de la capa II/lll de la rata, que contaba
con una estructura completa, estaba aislada y bien tefiida, lo cual se identific6 enfocando para observar la
integridad de la célula (Figura 4). Una vez elegida la neurona, se visualizo a través del microscopio y mediante
la camara lucida adaptada a dicho microscopio se observaron ambas imagenes (neurona, papel y lapiz) a
través de los oculares, permitiendo “calcar” la célula sobre el papel blanco colocado bajo el extremo de la
camara lucida, donde se ubica el espejo de la misma (Figura 5), para obtener un dibujo completo de la
estructura se enfocé la neurona poco a poco para asi trazar las dendritas que van emergiendo del soma
(Figura 6). Se inici6 el trazo desde el soma hasta obtener todo el dibujo de la primera dendrita, denominada
de 1er orden, luego esta puede bifurcarse dando origen a dendritas de 2do orden, y asi sucesivamente hasta
terminar con esas ramas. Posteriormente, siguiendo el orden de las manecillas del reloj, se procedié a trazar
la dendrita siguiente, de 1er orden y sus ramificaciones. Se dibujo el arbol dendritico derivado de la dendrita
apical (la que se orienta hacia el borde de la corteza cerebral) y también el arbol dendritico basal, que se
extiende de manera lateral, en general opuesto a la apical y hacia la proyecciéon axonal. Se tuvo en cuenta
que la orientacion de las neuronas en la corteza es radial (semejante a la disposicion de los rayos de una
bicicleta), de modo que, dependiendo de la regién de estudio, pudieron apreciarse en diferente posicion, ya
fuera vertical, horizontal o invertidas, ademas de la colocacion del tejido en la laminilla. Adicionalmente se
adquirieron fotografias digitales a diferentes magnitudes y enfoque, para mostrar claramente la estructura
neuronal.

Consideraciones éticas: el presente estudio es parte del protocolo aprobado en la convocatoria CIIC246-
2023, que cuenta con la aprobacién del Comité de Etica de la Universidad de Guanajuato, asentado en el
acta numero CEPIUG-A09-2023. El cddigo asignado por el CICUALUG al proyecto es: CEPIUG-P47-2023,
de enero de 2024.

Resultados

Neuronas teriidas con Golgi-Cox

Se obtuvieron previamente de 8-10 laminas de cada cerebro de rata, cada una con 2-6 cortes histolégicos,
con los cual se trabaj6 en la visualizacidn, captura de imagenes y medicion de la longitud dendritica total de
100 neuronas, sin distincion de hemisferio, ni sexo del animal. En parrafos previos, la figura 1 muestra un
corte transversal del cerebro de la rata, tefiido con el método Golgi-Cox, en una vista panoramica a 2x, donde
se observan diferentes regiones cerebrales gracias al gradiente que genera la tinciéon. Todas las neuronas
empleadas reunieron los requisitos necesarios para ser incluidas en el estudio, en breve: 1) que su estructura
esté completa, 2) bien tefiidas y 3) aisladas. Lo anterior permitié descartar segmentos pertenecientes a otras
neuronas, minimizar la dificultad de identificacion de los diferentes componentes y evitar confusion por
entrelazamiento de la arborizacion con otras neuronas vecinas. Si bien en algunos casos fue dificil cumplir
todos los criterios con exactitud, la identificacion fue clara, dada la experiencia que gradualmente se fue
adquiriendo. Esto puede apreciarse en la figura 4, donde se presentan microfotografias sefialando
inicialmente la regidn: en A) una neurona a 4x (encerrada en recuadro), luego se visualiza a 10x en B) y a 40
x en C).
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A)

Figura 4. En A) se presenta una fotomicrografia de un corte histolégico de corteza cerebral teiido con la técnica Golgi-Cox con un objetivo de 4X
donde puede apreciarse un conjunto de neurona en capa Il. En B) se observa la misma zona de la corteza, pero con un objetivo de 10X, permitiendo
observar con mds claridad una neurona piramidal aislada y bien tefida. Finalmente, en C) se observa la misma neurona a 40X con su estructura
claramente visible, donde varias ramas dendriticas emergen del soma formando hacia arriba el drbol dendritico apical, mientras que hacia abajo se
ubica el axdn, estructura fina y delgada, junto con el drbol dendritico basal. También, pueden apreciarse claramente espinas dendriticas.

En la siguiente serie de fotomicrografias (Figura 5) se presentan varias neuronas de tipo piramidal de la
corteza cerebral de la rata, visualizadas a 40x y a diferentes enfoques, de modo que puede apreciarse los
arboles dendriticos apical y basal de cada una, que fueron el objeto de estudio de este trabajo; ademas,
también se observa el soma y el axén. Puede constatarse que las neuronas elegidas se encuentran aisladas,
bien tefiidas y completas, lo que facilita la identificacion de sus procesos (prolongaciones) para ser dibujados
con la mayor fidelidad. En todas ellas se observa la presencia de espinas dendriticas, elementos claves en
la plasticidad sinaptica fina, son las pequefas protuberancias que se ven sobre las dendritas y que son mejor
visualizadas a 100x, aqui pueden apreciarse claramente en la neurona 3 enfoque 1, en la dendrita basal a la
izquierda (en torno a las 7-8 segun las horas del reloj). Este tema puede revisarse en otros trabajos de nuestro
grupo (Bringas et al., 2012; Penagos-Corzo et al., 2015; Zaldivar Verdier et al., 2024).

Neurona 1

En Iolue 1 Enfoque 2 Enfoque 3 Enfoque 4

Neurona 2

Neurona 3

Figura 5. Se presenta una serie de microfotografias donde se observa a 40x una neurona piramidal de la corteza cerebral con su estructura completa
gracias a los diferentes enfoques que permite el microscopio. Pueden observarse ademds la presencia de espinas denriticas.
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Dibujos de neuronas

Considerando los criterios previos, se dibujaron 100 neuronas, principalmente de corteza cerebral de la rata.
En la figura 6 se aprecia la neurona a 40x y su correspondiente trazo bidimensional en papel. Se muestra la
camara lucida acoplada al microscopio 6ptico, que permitié visualizar a través de los oculares tanto la neurona
como la hoja y el lapiz, de ese modo se logré “calcar” la neurona, como ha sido descrito previamente. Las
imagenes fueron adicionalmente visualizadas y capturadas a través de la camara digital a una resolucion de
4K, usando el programa Toupview 2022.

A)

Camara
digital

Camara llcida
B)

S
Espejo

AL ——— =

Figura 6. Obtencién del dibujo a mano de una neurona. En A) se observa una neurona piramidal en tejido cerebral impregnado con Golgi-Cox.
visualizada con un objetivo de 40x, en B) se muestra el dibujo de la neurona realizado a mano sobre papel y con ayuda de la cdmara lticida acoplada
al microscopio (tubo lateral), lo que se logra usando los diferentes enfoques que permiten visualizar la estructura tridimensional y plasmarla en un
trazo bidimensional.

En la figura 7, se muestra el trazo a lapiz de una neurona, seguido del dibujo de una neurona diferente, esta
segunda célula ha sido coloreada para identificar las diferentes dendritas en funcién de su orden, para analizar
nivel y tipo de arborizaciéon de las neuronas, y con ello estudiar la complejidad de sus conexiones o alguna
posible alteracidn en las mismas, y su proximidad al soma. La flecha amarilla en A muestra la direccion del
trazo al realizar el dibujo.
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Figura 7. Dibujos de diferentes neuronas piramidales obtenidos con cdmara ltcida, a 40x, las llaves a la izquierda sefialan la extensién de los drboles
dendriticos apical (superior) y basal (inferior). En B, se muestra una neurona coloreada para identificar las dendritas de 1er orden (azul), 2do orden
verde oscuro), de 3er orden (naranja) y de 4to orden (rojo).

Plantilla de Sholl

Para la elaboracion de la plantilla se utilizé una microregla de 1 cm de longitud con divisiones estandarizadas
(OMAX), con una distancia entre la menor division igual a 10 uym. La regla se observé en el microscopio

trinocular a 4x, 10x y 40x, adquiriendo fotomicrografias empleando la camara digital del microscopio (Figura
8).

A) B) ©)

Figura 8. Fotomicrografias observadas a diferentes magnificaciones, en a) se observa a 4x, en b) a 10x, finalmente en c) con un objetivo de 40x.

Mediante una camara ldcida acoplada al microscopio, se trazé en papel la distancia minima entre dos de los

segmentos visualizados de la regla, obteniendo asi una medida estandar de 3 milimetros (mm) de separacion
(Figura 9, B).
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Figura 9. Obtencion de la medicion de la microregla con un microscopio dptico. En A) se observa la microregla con un objetivo de 40x en el
microscopio y en B) el trazo manual de las divisiones de la microregla, que se obtuvo mediante la cdmara Iucida adaptada al microscopio.

Una vez obtenida la medicion estandar entre anillos, se utilizé el programa Toup View 2022, donde se trazaron
una serie de 30 circulos concéntricos, numerados en orden creciente desde el soma hacia la periferia, con
un radio inicial de 3 mm y una separacion entre cada circulo también de 3 mm (Figura 10). Posteriormente,
para medir la representacion bidimensional de la complejidad tridimensional de la neurona, se colocé la
plantilla de Sholl sobre el dibujo (Figura 10, B). colocando el soma en el primer circulo y se procede a
cuantificar el numero de veces que una dendrita intersecta cada circulo. Se inicié contando todos los cruces
de las dendritas de 1er orden con el segundo circulo, y se anota en una hoja de registro que posteriormente
se captura en una base de datos en Excel (Figura 10, D), enseguida las intersecciones de las mismas
dendritas de 1er orden, pero ahora con el tercer circulo y asi hasta terminar con las dendritas de ese orden.
Seguidamente se continda con las dendritas de 2do orden, de manera semejante se registran en la base de
datos, hasta concluir con las dendritas de mayor orden. Dicha base de datos cuenta con férmulas que suman:
1) el total de cruces por numero de orden y 2) total de cruces por anillo y 3) longitud total del arbol dendritico
registrado en la base de datos. Lo anterior nos da una estimacion de la complejidad de la arborizacién de la
neurona, tema a discutir en otro trabajo, empezando con el 2do., luego las que se presentan en el 3ro., y asi
sucesivamente. El numero total de intersecciones obtenidas se multiplica por 10 para obtener el valor total
de la longitud del arbol dendritico en micrémetros.
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Figura 10. Plantilla de Sholl con 30 circulos concéntricos (A), para mayor claridad se coloca sélo un nimero en cada circulo (ver detalle en C), asi en el
segundo grupo de circulos el nimero 1 corresponde al anillo 11, equivalente a 110 micrometros desde el soma, en el tercer grupo de circulos el
numero 2 corresponde al anillo 22, esto es 220 micrémetros desde el soma. En B se observa la plantilla sobre un dibujo ya iluminado para la
cuantificacion de cruces, y su correspondiente registro en la base de datos mostrada en D.

Cuantificacion de la longitud dendritica

Se cuantificaron 100 neuronas, distribuidas en diferentes regiones de la corteza cerebral de la rata: a) corteza
motora, b) cortezas somatosensoriales, c) cortezas insulares y d) otras regiones corticales, todas ellas de las
capas lI/lll, los resultados se resumen en la figura 12. La longitud esta expresada en micrometros (um), y la
longitud total de la gran mayoria de neuronas oscil6 entre 1,500 y 2,000 um (Fig. 11). No se agrup6 por region
cerebral por no ser el objetivo de este trabajo.

Conforme a lo reportado por nosotros en trabajos previos y otros grupos, la menor longitud dendritica se
encuentra en las dendritas de menor y mayor orden, concentrandose en los 6rdenes intermedios (Figura 11).
Esto permite predecir alteraciones asociadas a modulacion de las aferencias a la neurona, ya sean
excitadoras, inhibidoras o moduladoras. Igualmente, contribuye a la comprensién de trastornos asociados a
alteraciones en la arborizacion.
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Figura 11. En la grdfica se observa la longitud de 100 neuronas en funcién a la cantidad de érdenes (bifurcaciones) identificadas en distintas regiones
cerebrales. Asi mismo se observa una tendencia general de mayor niimero de intersecciones cerca del soma, disminuyendo progresivamente
conforme aumenta la distancia radial, esto es consistente con la organizacion tipica de las neuronas piramidales, ya que la densidad de ramificacion
dendritica es mds alta en las regiones proximales y mediales, y disminuye hacia las regiones distales. El promedio de mayor longitud por nimero de
orden muestra un pico en las dendritas proximales y mediales, particularmente en los érdenes 2 y 3, en torno a 300 y 400 micrémetros, evidenciando
una mayor arborizacion en esas zonas. Adicionalmente se aprecia la presencia de una mayor bifurcacion en neuronas sensoriales.

Variabilidad debida al error humano

La estructura de la neurona es compleja y puede presentarse variabilidad en el trazado, al considerar el
observador un elemento como dendrita o no, o pertenecer a esa neurona o no, o simplemente el hecho de lo
tenue que llega a ser la tincion en una dendrita o espina dendritica dentro del complejo entrelazado neuronal,
y puede obviarse y llevar a errores. Para apreciar esta influencia del error humano en la medicién, 4
investigadores realizaron de manera independiente un analisis de Sholl y contaron el arbol dendritico basal
de las mismas neuronas piramidales (Figura 12). Esto permitié comparar los resultados de cada observador
para determinar el grado de error introducido por la subjetividad durante el proceso de trazado manual de la
neurona. Aqui es necesario sefialar que aun en los mas modernos, complejos y costosos equipos
automatizados empleados para realizar esta tarea, el dibujo a mano alzada de la neurona continta siendo
realizado por el observador, asi sea sobre una pantalla tactil que convierte el trazo en un dibujo digital que
luego permite hacer mediciones automatizadas, rotaciones y otros analisis. Lo anterior por dos razones
principales: a la fecha no hay un programa computacional que pueda diferenciar los elementos de una sola
neurona sin error, y segundo porque las muestras histolégicas son complejas en si mismas y cada neurona
y conjunto de neuronas son realmente dificiles de diferenciar y requieren en todo caso de un entrenamiento
suficiente, a fin de garantizar un minimo de errores y sobre todo la reproducibilidad de la medicién. Este
ejercicio nos permite identificar qué observadores apreciaron casi los mismos elementos, de tal manera que
las diferencias entre sus mediciones son aceptables (Figura 12). Es muy importante tener presente que, a
pesar de este error, cuando existen diferencias estadisticamente significativas éstas permanecen a pesar de
esta circunstancia, la condicién es que el trazo lo haga un observador experimentado.

2500
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-# Investigador 1 & Investbgador 1
20004 -0~ Investigadora 2 . . * Investigadora 2
- Investigadora 3 J—r - - ; Investigadora 3
E on . iy O & Investigador 4
3 1500 -# Investigador 4 % 1500 e .
: 3
e &
§ 1000 § 1000 . .
500 500
0 T T T T T T T T T
1 ? 3 4 5 1 2 3 4 5
Nimero de neurona Namero de neurona

Figura 12. Dos formas de representar grdficamente la comparativa de las mediciones individuales de cuatro investigadores, reflejando variaciones en
la percepcion de la estructura de cada neurona. Aunque ambas grdficas representan lo mismo, se realizé como ejercicio estadistico.
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Conclusiones

El presente trabajo muestra que el analisis de Sholl, usando una plantilla estandarizada de circulos
concéntricos constituye una herramienta vélida, precisa y replicable para la cuantificacion de la longitud
dendritica en neuronas, en este caso células piramidales de la capa Il/lll de la corteza cerebral de la rata. A
través del trazado manual de 100 neuronas tefiidas con la técnica de Golgi-Cox, fue posible identificar
patrones consistentes en la arborizacion dendritica, destacando un mayor numero de intersecciones en
regiones cercanas al soma y una reduccion progresiva en la periferia, este perfil de ramificacion es coherente
con la estructura de las neuronas piramidales reportadas en la literatura.

Si bien existen plantillas usadas por nosotros y otros grupos de investigacion, el presenta trabajo muestra en
detalle como en cada laboratorio, con sus microscopios particulares, pueden crear su propia plantilla,
ajustadas a sus equipos. En este caso, no solo permitié estandarizar el método de medicion, sino que también
redujo significativamente la variabilidad, optimizando la confiabilidad de los datos obtenidos. Esta herramienta
representa un avance metodologico accesible y de bajo costo, que puede ser adoptado en estudios
morfoldgicos tanto en contextos experimentales como clinicos, particularmente en investigaciones que
buscan evaluar alteraciones estructurales asociadas a enfermedades neuropsiquiatricas o
neurodegenerativas, asi como para la comprensién de procesos normales como la plasticidad sinaptica y el
desarrollo cortical. Finalmente, esta técnica deberia complementarse o integrarse a adicionales
aproximaciones experimentales, en estudios con modelos animales o muestras humanas para correlacionar
los patrones morfoloégicos con marcadores moleculares, conductuales o funcionales, profundizando asi en la
comprension integral del sistema nervioso y los procesos cerebrales superiores.
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