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INTRODUCCION



El nocleo geniculado lateral (NGL) es un complejo nuclear del
talamo dorsal que comprende diversos nucleos (Szentagothai, 1973). El mas
prominente de elios es el nocleo geniculado lateral dorsal (NGLd), el cual
constituye un eslabén fundamental en la cadena sensible del Sistema Visual
de Mamiferos, ya que recibe un importante contingente de fibras retinales
y se proyecta a través de la radiacién éptica hasta el cértex cerebral
ipsilateral (VWilson y Cragg, 1967). Asi pues, el NGLd es estacién de relevo
de las vias épticas y el centro o6ptico primario desde donde las fibras
nerviosas que parten de la retina o estacién inicial van a alcanzar
regiones de la corteza en las areas visuales o estacién final. Cada una de
estas estructuras nerviosas resefladas es doble, encontrandose representada

una en la regién derecha y otra en la izquierda.

En la actualidad se han realizado estudios suficientemente
amplios de la estructura citoarquitecténica del NGLd, y en general de tcdos
los centros visuales asi como de las relaciones entre unas y otras zonas.
Igualmente, la utilizacion de técnicas fisiclégicas ha sido ampliamente
aplicada a los centros y vias visuales. A pesar de estos extensos estudios
citoarquitecténicos y fisiolégicos, el conocimiento que han aportado acerca
del funcionamiento intimo es todavia incompleto, maxime cuando atn siguen
apareciendo nuevos elementos estructurales implicados en el proceso de la
visidén. En efecto, recientemente Tauchi y Masland (1984) y Masland (1987),
en trabajos realizados sobre la retina del conejo, demuestran que los cinco

tipos neuronales Dbasicos (células fotorreceptoras, células bipolares,

o

células ganglionares, células amacrinas y células horizontales), a su vez,
presentan subtipos con caracteristicas propias, con lo que el namero real
de elementos funcionales distintos bien pudiera alcanzar la cincuentena.
For su parte, en el cortex visual, las modernas teorias sobre la vision
propugnan la existencia de zonas visuales corticales superiores a las que
se proyecta la zona visual primaria, y en las que, con toda probabilidad,

se procesa por separado la informacién acerca del color, el movimiento y

ot

a profundidad estereocscépica (Hubel y Wiesel, 1979), lo cual supone de
modo razonable la existencia a nivel cortical de nuevos elementos

implicados en el proceso visual. En cuanto al NGLd, aunque en lineas




generales hay acuerdo en distinguir tres tipos neuronales (dos tipos de
neuronas de relevo y un tipo de interneuronas), son muchos los autores que
Observan una situacién més compleja. Asi, Guillery (1966) expone que sdélo
el 60% de los elementos neuronales del NGLd del gato se ajustan a los tres
tipos antedichos, 1las restantes neuronas ©presentan caracteristicas
intermedias. Famiglietti (1970), igualmente en gato, reconoce inclusoc una
nueva clase de neurona, isodendritica y cuyas dendritas sobrepasan los
limites laminares. Del mismo modo Grossman y cols. (1973), en estudios
realizados en la rata, apuntan la posibilidad de que algunas interneuranas
posean axén mielinizado y que incluso proyecten fuera del NGLd. Mas
recientemente, Meyer y Albus (1981) identifican gran variedad de subtipos
celulares en el NGLd del gato y Hitchcock y Hickey (1983), ulilizando el
método de Golgi registran cinco clases de neuronas en la lamina C del NGLd

del gato.

El estudio de esta complejidad estructural dentro del Sistema
Visual de Mamiferos, sobre el que se han realizado otras investigaciones en
nuestro departamento, es el que nos ha movido en la presente investigacién
sobre el NGLd del conejo (Oryctolagus cuniculus), ya que a nuestro
entender, los estudios anatémicos y fisiolégicos estéan necesitados de un
mejor analisis morfométrico. E1 NGLd del conejo, en opinién de algunos
investigadores, resulta importante por cuanto que aun presentandc una
relativa simplicidad estructural préxima a roedores, guarda cierto parecido
con el de mamiferos més evolucionados y en los que el sentido de la visién
se encuentra mas desarrollado. Asi, Holcombe y Guillery (1984) destacan,
salvando las evidentes diferencias, el paralelismo existente entre el NGLd
del conejo y el de gato, pudiendo compararse los sectores oxe y <1 del
NGLd del conejo con las léaminas A y C, respectivamente, del NGLd del gato,
las cuales cuentan entre otros céracteres: el 'que reciben aferencias
cruzadas desde la retina, son distinguibles morfolégicamente y se
encuentran separadas en casi toda su extensién por la lémina Al (de
proyeccién ipsilateral). Esta ultima lamina es comparable con una zona de
proyeccién ipsilateral y de reducidas dimensiones que se encuentra entre

los sectores «—xe y o<1 en la regién postero-medial del NGLd del conejo, no




constituyendo un sector propiamente dicho desde el punto de vista

morfologico.

El objeto de nuestro trabajo, realizado en Oryctolagus cuniculus,
va encaminado hacia 1la clarificaciéon de aspectos citoarquitecténicos y
morfométricos del NGLd y de los elementos neuronales que lo constituyen,
como esclarecimiento y contribucién a la comprensién del funcionamiento de
las vias épticas. En este sentido, el primer paso de nuestra investigacion
supone intentar un conocimiento de la situacién estructural en el NGLd. Los
estudios realizados hasta el presente carecen de anédlisis morfométrico
suficiente y por ello para un conocimiento del nacleo, antes de cualquier
otro tipo de estudiocs, necesitamos de forma general investigar con la
mayor exactitud el volumen del nicleo, el volumen y tipos neuronales, el

porcentaje de neuronas en cada caso y sus diversos sectores.

Estos aspectos nos ban llevado a tener que desarrollar una
metodologia especifica <(nueva en buena parte) que, mediante la deter-
minacién y anélisis de algunos parametros morfométrices, nos ha permitido
profundizar en el estudic de las paoblaciones neuronales del nucleo en
cuestién. Para lograr nuestros objetivos hemos utilizado distintas
direccicnes de corte (horizontal, frontal y sagital), lo cual es habi-
tualmente obviado en la mayoria de los estudios de este tipo aungue
resulta de capital importancia cuando como ocurre en el Sistema Nervioso,
existen principios de orientacién espacial de células y fibras (Droogleever

Fortuyn, 1964).

En resumen, pretendemos con nuestro estudio, no sélo ampliar el
campo de los conocimientos existentes acerca del Sistema Visual de
¥amiferos, concretamente a nivel del NGLd, sino fundamentalmente
desarrollar una metodologia que permita caracterizar poblaciones celulares
desde el punto de vista morfométrico y que pueda tomarse comc pauta en

otras investigaciones del mismo tipo.
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1. ESTERECLOGIA. METODOS ESTEREQLOGICOS.

La dificultad con la que se tropieza més frecuentemente en la
interpretacién de imagenes microscépicas es que, en general, se nas ofrece
una imagen plana de una seccién a través de una estructura y nos Vemos
obligados, a menudo sin demasiada informacién objetiva, a entrever su
contexto espacial. Nuestra tendencia natural a interpretar cualquier imagen
plana como una proyeccién, puede dar lugar a un analisis erréneo. Asi un
perfil circular, a primera vista, nos da la impresién de ser la imagen de
un objeto esférico, pero perfectamente podria derivar también del corte de

un cilindro <(Elias, 1972).

La interpretacién de imagenes en seccién se complica mucho si
ademas queremos obtener informacién, sobre las dimensiones de los objetos
contenidos en la estructura. Evidentemente, si una estructura compuesta por
objetos esféricos es cortada por un plano, sin duda, la mayor parte de las
esferas no seran cortadas por sus centros, de manera que la mayoria de los
perfiles tendran un diametro més pequefio que el real de las esferas. No
obstante, puede conseguirse a partir de los perfiles informacién que
permita establecer afirmaciones acerca del tamafic de las mismas

(Weibel, 1979).

Si en la estructura en cuestién ademas de esferas hay algun otro
cuerpo geométrico, por ejemplo elipsoides y si, por affadidura, podemos
encontrar esferas y/o elipsoides de diferente tamafio, la catalogacion de

los distintos objetos a partir de secciones planas se hace ain mas dificil.

En resumen, el problema que se nos plantea, con diferentes
grados de complejidad, es la carrecta interpretacién espacial de secciones
planas obtenidas a partir de una estructura; lo cual entra de lleno en el

campo de la Estereologia.

Aunque etimolégicamente la palabra “Esterenlogia" es mas bien

amplia, su significado connctativo ha llegado a ser bastante especifico: se




trata de un conjunto de métodos mateméticos que relacionan los parémetros
tridimensionales que - definen una  estructura, «con las medidas
bidimensionales que se obtienen a partir de secciones de la estructura

(Weibel, 1970).

De un modo mas simple Williams (1977), define la Estereologia
como el conjunto de todos aquellos métodos que permiten obtener
informacién acerca de las caracteristicas tridimensionales de una

estructura, a partir de imégenes bidimensionales {(secciones) de la misma.

Villiams (1977), clasifica los métodos estereclégicos en dos
grupos: métodos de reconstruccién y métodas estrictamente matematicos. Los
primeros se fundamentan basicamente en el empleo de secciones seriadas.
Los segundos, en conjunto, constituyen lo que Underwood <(1970) ha
denominado “Estereclogia cuantitativa®; se trata de métodos puramente
mateméticos, cuyo desarrollo ha sido impulsado por el interés de estimar
determinados parémetros tridimensionales de la estructura, asi como de las

particulas u objetos en ella contenidos.

En lineas generales el desarrollo de los métodos estereglégicos
requiere un profundo conocimiento mateméatico en campos tan dificiles como
scn la teoria de la Probabilidad Geométrica (Kendall y Moran, 1963; Weibel
y Paumgartner, 1978), la Geometria Integral (Hadwiger, 1957; Santalé, 1976)
o la Estadistica (Snedecor, 1956; Nicholson, 1978); no obstante, los
resultados suelen ser bastante simples: férmulas que pueden ser aplicadas
sin demasiado conocimiento acerca de los procedimientos de los que se

derivaron.

A continuvacion centraremos nuestra atencién en los métodos

estereologicos referentes a:

— Calculo del volumen de la estructura contenedora.
- Reconstrucciéon tridimensional.

- Métodos para la determinacién del nimerc de neuronas.




- Parametros que caracterizan a los objetos contenidos en una
estructura.
~ Metodos para el anadlisis de la organizacién espacial de los

elementos celulares.

1.1. Calculo del volumen de la estructura contepedora.

Sobre los diversos procedimientos que existen para el calculo de
volumenes no faltan numerosas y exhaustivas revisiones (véase Elias y

cols., 1971; Haug, 1970-1972; Velbel, 1979).

Fue el gedlogo francés Delesse (1847) el primer investigador que
atacé el problema de la determinacién del volumen de sélidos, a partir de
secciones seriadas de grosor conocido. Delesse consideraba soélidos de
formas irregulares, que seccioné en una serie de cortes de grosor
determinado; media a continuacién el area de cada corte y la multiplicaba
por el grosor del mismo; sumando por ultimo estos resultados parciales,
hallaba el volumen del sélido en cuestién. Basicamente, los métodos que se

desarrollaron posteriormente se apoyan todos en el proceder de Delesse.

El calculo de volimenes, puede llevarse a cabo mediante
reconstrucciones piésticas. De este modo, ademés de obtener el volumen de
la estructura, se nos proporciona un verdadero modelo tridimensional. El
método fue introducido por Born en 1883 y Dbésicamente consiste en
recortar placas de cera, tomando como modelo las secciones obtenidas a
partir de la estructura que se quiere reconstruir. A continuacién las
placas se apilan unas sobre otras, alisando luego las superficles. Por
Gltimo, a partir del modelo en cera se prepara un vaciado en yeso. Sin
embargo, esta forma de proceder es una tarea larga y laboriosa que, aungue
proporciona resultados validos, puede conducir en ocasiones a cometer

considerables inexactitudes, por lo que ha sido escasamente empleada.




Mediante el sistema de integracién lineal (Rosival, 1898), los
cortes obtenidos a partir de una estructura son valorados de la siguiente
forma: la imagen obtenida por la proyeccién de un corte se cubre con una
lamina transparente sobre la que se representan una serie de lineas de
muestreo; a continuacién se mide la longitud de los segmentos de esas
lineas incluidos en el perfil del corte. Dicha longitud ser& relacionada

finalmente con un valor determinado de &rea para el corte en cuestién.

Un método todavia primitivo, es el introducido por Hammar (1914,
1926). Consiste en dibujar sobre una cartulina los contornos de la
estructura que estudiamos, a partir de las diversas secciones donde esta
contenida; posteriormente las figuras son recortadas y pesadas. En 1la
misma cartulina se dibuja un cuadrado que representa una superficie
equivalente a 1 uym® y se pesa igualmente. La relacién entre los pesos de
las figuras recortadas y el peso de la cartulina que representa la
superficie equivalente a 1 pm®, nos ofrece la superficie total de las
secclones valoradas, que al multiplicar por el grosor de dichas secciones
se transforma en el volumen de la estructura que tratadbamos de determinar.
Con este meétodo, Stephan (1967) consiguié determinar el volumen de

cerebros.

Thomson (1930) y Glagolev (1933) fueron 1los primeros en
demostrar que es posible estimar el volumen de una estructura a través de
un procedimientc de recuento de puntos aleatorios. En Biologia este método

fue introducido independientemente por Chalkley (1943).

Un método mas exacto que todos los descritos anteriormente
consiste en determinar la superficie de los cortes histolégicos mediante el
planimetro. En los mnétodos de planimetria el primer paso consiste en
dibujar sobre un papel el contorno ofrecidoc por las secciones histolégicas
de la estructura que se pretende valorar. Esto se puede conseguir de cuatro

maneras diferentes:




18) A partir de la imagen ofrecida por fotografias aumentadas
de las diferentes secciones. Asi fue llevado a cabo por Daron

(1960).

c2) Utilizando una cémara clara. Esta manera de proceder fue
empleada, entre otros, por Lassek y Rasmussen <(1938) para
determinaciones volumétricas en la sustancia gris de la médula
espinal humana, asi como por Dornfied y cols. (1942) para el
calculo del volumen ocupado por el nﬁbcleo del sexto par de

nervios craneales en el hombre.

38) Proyectando, con aumentos suficientes, las secciones histo-
légicas. Este es el método mas extendido. Entre los autores que
lo utilizan destacan Chacko (1948), Harman y Carpenter (1950) y
Powell y cols. (1957).

48) Mediante los modernos procesédores semiautomaticos de
imagen. En los sistemas antiguos una vez obtenidos los dibujos
de las diferentes secciones, se determinan las superficies
ocupadas por ellos, esto se lleva a cabo en cada dibujo moviendo
el brazo de un planimetro a lo largo del contorno dibujado, a
partir de un punto de dicho contorno. Asi el dial del planimetro
da una lectura que corresponde a la superficie encerrada en cada
contorno. Se transforman a continuacién las superficies
obtenidas sobre los dibujos en superficies reales, teniendo en
cuenta para ello los aumentos que hemos utilizado. La suma de‘
las superficies reales obtenidas en 1los diferentes cortes
histoléogicos multiplicada por el grosor de ellos, nos calcula el

volumen totalyde la estructura estudiada.
La utilizacién de aparatos de dibujo auxiliados por ordenadores

de gran capacidad, ha hecho posible métodos de trabajo mucho mas precisos

que los descritos hasta ahora.
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El modo de proceder es basicamente similar al descrito en el
método de planimetria, pero en este caso se utiliza un “tablero digita-
lizador" sobre el que se superpone la hoja de papel con el dibujo corres-
pondiente a una seccién de una estructura. Con la pluma adecuada, conectada
al “"tablero digitalizador", se traza el contorno del objeto; el micropro-
cesador conectado al sistema registra entonces las coordenadas del trazado
y computa, mediante integracién, los algoritmos de diversos tipos de
parametros, tales como el area del perfil, el perimetro o longitud de su
contorno, sus diadmetros mayor y menor, la proyeccién de su diédmetro en una
determinada direccién, algunos factores de forma, etc. (estos parametros
adicionales resultan muy interesantes en otro tipo de éstudios esterealé~
gicos). De este modo, con una sola operacién de dibujo obtenemos diversos
bloques de datos; con lo cual ademéds de una mayor precisién, logramos mas
informacién acerca del dibujo en cuestién. Instrumentos de este tipo han

sido ideados y utilizados por Rohr (1976) y Haug (1976) entre otros.

Los instrumentos semiautométicos que acabamos de decribir, han
evolucionado en poco tiempo, transformandose en analizadores automaticos

de imagenes.

Todos 1los analizadores de imagenes operan segun el mismo
principio (Hougardy, 1976). La imagen es recogida por una camara video-
tape que la convierte en una ordenacién paralela de lineas de exploracién
con la seflal de video reflejando la intensidad de luz del espécimen linea
por linea. Mediante muestreoc de la seflal andloga a intervalos regulares, la
linea de exploracién es "descompuesta" en lineas de puntos subdividiendo
asi la imagen en una nube densa de puntos discretos. Cada punto de esta
“composicién de puntos" 1lleva ‘ahora dos piezas de informacién: su
localizacién en el espécimen (coordenadas X, Y) y su intensidad luminosa

(ID relacionada con el nivel de gris del espécimen en este punto.

Hay dos formas mediante las cuales ©puede procesarse

posteriormente la imagen electrénica:
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- la informacién total de la imagen (coordenadas y nivel gris
de cada punto) es transferida a la memoria de un gran
ordenador y 1la informacién es procesada por ‘“software"

(Rink, 1976);

- la evaluacion posterior es realizada, al menos en parte, por
algin “hardware" incorporadoc a un sistema ordenador especiali-

zado en el analisis de imAgenes.

Recientemente, imagenes de video-tape procedentes de micros-
copios o6pticos o electrénicos, se pueden obtener de forma digital con
computadores personales, utilizando periféricos estandar o interfases (Russ
y Russ, 1984). Previamente, se ha desarrollado el "software" apropilado para
el usa de dichos microcomputadores (Russ y Huns, 1982; Hare y cols.,1982;

Russ y Stewart, 1983).

la utilizacién de analizadores automAticos de iméAgenes, que duda
cabe, presenta grandes ventajas, puesto que permiten tomar la imagen
directamente del microscopio y determinar automAticamente la informacién
de relevancia de la misma para un andlisis estereolégico. No obstante, el
uso de estos sistemas también presenta graves inconvenientes. El punto
capital es que la discriminacién de los rasgos distintivos de la imagen,
en primer lugar, depende de una discriminacién de los niveles de gris, y

esto introduce dos dificultades:

~ el espécimen del cual ©procede la imagen debe estar
uniformemente iluminado, lo cual no siempre es facil con los

microscopios;

- el nivel de gris no es siempre un criterio inequivoco de un
determinado rasgo. Esta  segunda dificultad presenta muchos
problemas y es efectivamente, el mayor obstaculo para el usa
de los analizadores autométicos de imagenes, especialmente en

Biologia.
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Una de las soluciones ofrecidas por algunos instrumentos para
solventar estas dificultades es dejar intervenir al observador. Esto puede
realizarse, por ejemplo, mediante una "pluma de luz" que, a traves de una
operacién de contorneado sobre la pantalla puede afladir rasgos a la imagen
detectada, o bien borrar algunos otros <(Serra, 1972, 1978). El analizador
de imAgenes se vuelve asi, en cierto modo, semiautomatico, lo cual lejos de
ser un inconveniente, proporciona la posibilidad de utilizar estos potentes
instrumentos incluso en casos en los que falla la discriminacién

automética de imagen.

1.2. Reconstruccién tridimensional.

Cuando ademds del volumen de una estructura nos interesa

conocer su forma, hemos de recurrir a su reconstruccién.

Para poder reconstruir una estructura, es preciso que en cada
corte tengamos al menos dos puntos de referencia, que nos permitan
alinearlo fielmente con respecto a los cortes contiguos. E1 modo de
conseguir puntos de referencia es muy diverso. Desde incluir, junto con 1la
pieza, nervios osmificados, pasando por el usoc de moldes de inclusién
especiales provistos en su fondo de una serie de ranuras paralelas (Born,
1898), hasta la utilizacién de estructuras propias del material objeto de
la reconstruccién, siempre y cuando éstas no varien mucho de posicién de

un corte a otro.

En todas las técnicas de reconstruccién, el punto de partida son
los dibujos o clichés fotograficos que reproducen los cortes seriados de la
pieza objeto de investigacién (revisiones de: Gabe, 1968 y Bracegirdle,
1983), y a partir de los cuales podemos reconstruir la estructura plastica

o graficamente.

El modo de proceder en la reconstruccién plastica; que desde su

puesta a punto por Born (1883) no ha sufrido grandes modificaciones; ha
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sido descrito en paginas anteriores. En cuanto a la reconstruccién grafica,
el resultado es una imagen bidimensional de la estructura, pero con
perspectiva a partir del plano de obtencién de los cortes; es decir se
trata de una representaciéon figurada a la cual se puede llegar por los
sigulentes procedimientos <(Gabe, 1968; Yamada y Yoshida, 1972; Gaunt y
Gaunt, 1978):

- Proyeccion. Proporciona una imagen bidimensional en un plano
perpendicular al del corte.

- Aislamiento gréafico. Proporciona una representacién de la
estructura en curvas hipsométricas.

- Reconstruccion perspectiva. Conduce a la representacién del

objeto visto desde cualquier &ngulo.

En la actualidad las reconstrucciones graficas son llevadas a
cabo mediante analizadores de imAgenes que utilizan las coordenadas (X, Y)
de cada uno de los puntos de los contornos, trazados a partir de secciones
seriadas sobre el "tablero digitalizador" del analizador, y que poste-
riormente permiten ver al objeto bajo cualquier angulc de observacién,
independientemente de 1la orientacién del plano de corte. Programas
sofisticados de computador, para el registro de cortes y visualizacién
ridimensional de distintas estructuras, han sido desarrollados por
Levinthal y cols. (1974), para el estudio de las redes nerviosas; Mazziotta
y Hamilton (1977), para la reconstruccién y visualizacién de la estructura
neuronal; Veen y Peachey (1977); Tipper (1977); y mas recientemente por
Dykes y Afshar (1982), Briarty y cols. (1982) o Briarty y Jenkins (1984).

Dornfield y cols. (1942) y Kénigsmark y cols. (1969) demos-
traron que no es necesario valorar la superficie de todas las secciones,
obtenidas a lo largo de una estructura, para el calculo de su volumen o
para su reconstruccién; determinando la superficie de cortes elegidos
periédicamente a partir del total y extrapolando los valores resultantes a
los restantes cortes no medidos, se pueden llevar a cabo determinaciones

con un minimo error. El numero de cortes a emplear para obtener resultados
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fiables, dependerad de la irregularidad de la estructura a lo largo del eje
perpendicular al plano de seccién (en nuestro caso hemos observado que un

20% de los cortes, es suficiente para obtener resultados satisfactorios).

Por Gltimo, para aquellos casos en los que se haya perdido
material, Sullivan (1972) propone marcar previamente una cara del bloque a
cortar con dos surcos paralelos y otro en diagonal, utilizdndose en la
alineacién de cada seccién con respecto de su vecina los dos marcadores
paralelos; la distancia entre cortes viene dada por la posicién relativa

del marcador diagonal con respecto a los marcadores paralelos.

1.3. Méetodos para la determipacién del nimero de neuronas.

En el campo de la Neurocitoarquitectonia, han sido muchos los
autores que han llevado a cabo investigaciones cuantitativas, encaminadas
a determinar la densidad neuronal de las diversas regiones del Sistema

Nervioso, empleando para ello una considerable variedad de métodos.

Uno de los primeros métodos utilizados fue el fotografico (Von
Economo y Koskinas, 1925; Bouman, 1928), que consiste en realizar secciones
histolégicas de un grosor determinado y fotografiarlas con un aumento
conveniente; a continuacién se cuentan las neuronas existentes en las
fotografias. Teniendo en cuenta el grosor de los cortes se puede calcular
la relacién entre el numero de neuronas contado y el volumen sobre el que

‘se ha efectuado el recuento.

Este método conduce a notables inexactitudes, comprobadas por
Agduhr (1941) o Rowland y Mettler (1949). En efecto, empleando fotografias
no se valora el numero total de células existentes en el corte, sino sélo
las que estan en el plano de secciém que se encuentra enfocado. Ademas,
debido a gque no se pueden utilizar muchos aumentos, las células gliales se
confunden con las neuronas de pequefio tamafio. Desde Agduhr son pocos los

autores (Tower, 1954; Daron, 1260) que emplean este procedimiento.
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Heller y Elliot (1954) desarrollaron un método de recuento de
celulas, partiendo de homogenados de tejido, mediante la utilizacién de una

cdmara hemocitométrica.

Ryzen <(1956) introdujo el uso del microfotémetro. Este aparato
tiene en cuenta la densidad éptica ofrecida por los cortes histolégicos,
una vez teflidos, para el calculo del nimero de neuronas por unidad de

volumen. Al igual que el anterior, este procedimiento estd hoy en desusc.

Los analizadores de imagenes también han sido utilizados desde
la década de los afios 50. Presentan la ventaja de su rapidez y poca
laboriosidad. Causley y Young (1955) los emplean para estimaciones de
neuronas en la corteza cerebral de la rata. Estos aparatos, como hemos
indicado en el apartado correspondiente a célculo de volumenes, registran
las diferencias de densidad éptica que ofrecen los distintos puntos de la
imagen (distintos niveles de gris) y en base a ello realizan las determi-
naciones cuantitativas. Henderson y cols. (1975), en estudios efectuados
sobre corteza cerebral humana, establecen que, por lo general, los
recuentos realizados a partir de este tipo de aparatos ofrecen valores
inferiores a 1los reales. Sin embargo, VWynford-Thomas y cols. <(1982)
describen un sistema automético de analisis de imagen, con el que logran
resultados comparables a los obtenidos por métodos manuales, en estudios
realizados sobre tiroides. Basicamente, el procedimiento empleado por
Vynford-Thomas y cols. consiste en analizar varias veces la misma imagen,
obtenida a partir de secciones de 3 um de grosor, modificando el umbral de

gris en cada analisis.
A pesar de todo, los métodos de recuento més exactos son
aquéllos que se realizan directamente sobre la imagen, convenientemente

aumentada, que ofrece el corte histaolégico.

Se pueden distinguir 2 procedimientos de recuento directo, segun

la forma de obtener la imagen: de proyeccién y micrométrico-oculares.
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- Tecnica de proyeccién. Los recuentos se realizan sobre la
imagen proyectada del corte histolégico mediante la utilizacién de un
microproyector. La pantalla sobre la que se proyecta la imagen de la
seccion histolégica ha de subdividirse en cuadrados, realizandose los
recuentos sobre cada cuadro. Conociendo la superficie real, en el corte, con
la que se carresponde cada cuadrado de recuento y multiplicandola por el
grosor del corte se puede establecer el volumen en el que se contienen las
neurgnas contadas. Esta técnica ha sido utilizada por Bianchi (1942),

Sullivan y cols. (1958) y Escobar y cols. (1968).

- Técnicas micrométrico-oculares. Desde que los investigadores
sintieron la inquietud de conocer el numero de neuronas contenidas en las
diversas zonas del Sistema Nervioso (Hammarberg, 1895; Thompson, 1899)
hasta nuestros dias; estas técnicas, que aunque muy laboriosas son simples
y de gran precisién, siguen siendo las mas utilizadas. Con esta técnica los
recuentos se llevan a cabo directamente mediante observacién en el
microscopic, utilizando uma reticula interpuesta en el ocular que acota el
campo de observacién. Se determina entonces el namero de mneuronas que
aparecen en cada uno de los cuadrados de la reticula y se calcula la
superficie que corresponde a cada cuadrado. Con esto, y conociendo el
grosor del corte, se puede establecer el numerc de neuronas por unidad de
volumen. Esta técnica ha sido ampliamente estudiada y descrita por

Konigsmark (1970) y Haug (1970, 1072).

Cuando el nimero de elementos que constituyen una estructura es
tan elevado que se hace muy laborioso o practicamente imposible contarlos,
se procede a elegir una muestra que sea representativa del total de la
poblacién, sobre la que se llevan a cabo los recuentos. Para que una
muestra resulte representativa, debe reflejarv fielmente la composicién del
material, dentro de limites estadisticos o intervalos de confianza que sean
aceptables. En lineas generales se considera que una muestra es represen-
tativa si tiene un coeficiente de variacién (raiz cuadrada de la varianza
dividida por la media) que no sea superior al 10%-20%, o que el intervalo

de confianza al 95% no exceda del 20%.
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En la practica, sera preciso proceder a un estudio piloto en el
cual los errores inherentes al muestreo, en los procedimientos estereo-
léogicos elegidos, sean evaluados empiricamente (Chalkley, 1943;

Cochran, 1953),

En general, la muestra esta constituida por los elementos conte-
nidos en pequefias areas o cuadrados {(en realidad si tenemos en cuenta que
los cortes tienen siempre un grosor, se trataria de paralelepipedos),
repartidos por el material. La distribucién de los cuadrados puede hacerse
de varias maneras, en virtud de lo cual podemos distinguir las siguientes

formas de muestreo:

~ Muestreo simple al azar.
=~ Muestreo sistematico.

~ Muestreo aleatorio estratificado.

- Muestreo simple al azar. Se obtiene una muestra de este tipo,
situando las cuadriculas de forma independiente por medio de nGmeros
aleatorios. Esta forma de muestreo presenta algunos inconvenientes; en
primer lugar, es claramente posible, y tanto mas probable que ocurra
cuanto mayor sea la muestra, que dos cuadriculas de muestreo estén muy
proximas o incluso parcialmente solapadas; asimismo puede suceder que haya
agrupacion de cuadriculas en determinadas regiones, mientras que otras

permanezcan sin muestrear.

- Muestreo sisteméatico. Los inconvenientes del nuestreo al azar
pueden soslayarse espaciando las muestras de forma m&s o menos regular,
mediante un muestreo sistematico, de modo que la muestra sea més
representativa. El espaciamiento se puede efectuar segin una reticula
regular preestablecida que luego es aplicada al material aleatoriamente. De
este modo, la muestra aparece bastante dispersa por todo el material y se
excluye la superposicién de campos de muestreo. Se ha demostrada reitera-
damente que un muestreo sistematico con un comienzo aleatorio es mejor que

un muestreo aleatorio simple, ya que el primero origina menos errores. Esto
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puede probarse mediante razonamientos teéricos <(Cochran, 1953; Hilliard y
Cahn, 1961; Hennig, 1967) o experimentalmente, tal y como hicieron Ebbeson
y Tang (1967) al demostrar que el error estandar en la estimacién del
numerc de nucléolos, es casi diez veces maybr si se obtienen los campos
microscéplicos por muestrea simple. Konigsmark y cols. (1969), en estudios
realizados sobre el nicleo del sexto par de nervios craneales, también
llegaron a la conclusién de que la eleccién de muestras sistematicas ofrece
mayor seguridad que la utilizacién de muestras al azar. Mas recientemente,
Haug (1982) descarta el uso del muestreo simple aleatoric en el caso

concreto del cerebro debido a su complejidad estructural.

El principal peligro del muestreo sistematico, es que nos encon-
tremos con una estructura que presente una cierta periodicidad coincidente
con la de la reticula de prueba; entonces la varianza puede verse enorme-
mente incrementada. Por tanto, es aconsejable evaluar cuidadosamente el
material de estudio, con respecto a las periodicidades que pueda presentar,

antes de proceder al muestresc sisteméatico.

~ Muestreo aleatorio estratificado. Este método es intermedio
entre el muestreo simple aleatoric y el sistematico. El material se divide
primero en regicnes o estratos de tamafio similar, cada uno de los cuales
se estudia con cierta independencia y de la forma que se estima més
aprcoplada. Se ha encontrado que el muestreo estratificado origina casi el
mismo error estadndar que el sistematico. Miles y Davy (1977) discutieron
las ventajas del muestreo estratificado, particularmente para aquellos

casos en los que la estructura del espécimen varia.

La precisién de los métodos de recuento depende en gran medida
de dos factores fundamentales: el grosor de los cortes y la unidad de

recuento elegida.
Normalmente se emplean secciones gruesas, entre 15 um y 25 um.

No obstante, dependiendo de las caracteristicas del material, el grosor

puede ser mayor; asi Haug (1982), recomienda cortes de 30 um a 40 pm para
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el cértex cerebral. Dos son las razones que hacen necesaric el empleo de

cortes gruesos:

- los limites de los diferentes nicleos y subnicleos o capas de
una zona determinada, pueden ser observados con fiabilidad
solamente por la densidad celular elevada que aparece en las

secciones gruesas,

- el error de recuento o efecto Holmes (Holmes, 1927) disminuye
el secciones  gruesas (Haug, 1667b; Konigsmark, 1970;

Aherne, 19795).

Sin embargo, aun utilizando cortes gruesos, en la mayoria de los
casos el efecto Holmes es significativo; es decir, se produce una sobre-
estimacién del nimero real de particulas, debido no sélo al grosor de la
seccidén, sino también al tamafio de la estructura tomada como unidad de

recuento.

Precisamente esta Gltima consideracién fue tenida en cuenta par
Vicksell (1925, 1926), que propone, para una estimacién mas aproximada del
numero de particulas, el empleo de una férmula que relaciona el namerc y
tamafic de las mismas y el ndmero de perfiles observados por unidad de

area de seccién, segun la cual
Fv = Na / D
en donde No es la densidad numérica de perfiles por unidad de area de
seccién y D es el diametro medio de las particulas. Esta férmula fue
atribuida posteriormente a De Hoff y Rhines (1961).
Otras formulas similares, aunque de mayor complejidad, son las

de De Hoff (1964), que hace uso de factores de forma, y las de Weibel y

Gomez (1962), valida para particulas de forma constante y para cuya
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aplicacién es preciso conocer el volumen medio de las particulas y el area

media de sus perfiles.

Asimismo, varios autores méas, han propuesto diversos "factores
de correccién" de los recuentos de los perfiles, con vistas a una
evaluacién mas precisa del numero de particulas (Agduhr, 1941; Floderus,
1944, Abercrombie, 1946; Marrable, 1962; Ebbeson y Tang, 1965; Haug, 1967a;
Gonzhlez-Pareja y cols., 1975; Kakisnik-Pajer, 1983).

Hasta ahora nos hemos referido a 1la unidad de recuento, sin
aludir a ninguna estructura concreta. Para el tejido nervicso se pueden
utilizar tres elementos neuronales como unidad de recuento: el soma

neuronal, el nicleo y el nucléolo.

Fuesto que cada neurona posee un soma y un solo nucleo, estos
pueden tomarse como representantes de la totalidad de la neurona; pero
generalmente, resulta més ventajosoc contar nucléolos, porgque al ser el
diadmetro de estos ¢ltimos mucho mas pequefio que el de los somas
neuronales o el de los nucleos, se reduce considerablemente el error (Haug,

1967a; Konigsmark, 1970).

En las primeras etapas del desarrollo, sin embargo, algunas
células nerviosas pueden tener 2 o mas nucléolos. Zilles y cols. (1976),
han desarrollado un procedimiento matematico que permite no sélo 1la
eliminacién del error de recuento sino también una estimacién del

porcentaje de células mono-, bi-, o trinucleadas.

De todos modos, las tres estructﬁras mencionadas han sido muy
utilizadas como unidad de recuento. Autores como Von Economo y Koskinas
(1925), Lassek (1940), Silver (1642), Chacko (1948) o Sullivan y cols.
(1658), ban empleado el soma neuronal como unidad de recuento; Escobar y
cols. (1968) tambien lo hacen, y ademés aplican factores de correccién. El
nucleo es utilizado por Hammarberg (1895), Thompson (1899), Numberger

(1958) o Irwing y Harrison (1967), sin aplicar factores de correccién; en
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tanto que Guild y cols. (1931), Agduhr (1941), Floderus (1944) vy
Abercrombie (1946), si que los aplican. Finalmente, de entre los autores
que utilizan el mnucléolo, Hatai <(1902), Sheinin (1930, Jones (1937),
Ebbeson (19683), Hall (1962, 1964), Altman (1966) o Moatamed (1966) 1o
hacen sin tener en cuenta correccién alguna; por el contraric Pakkenberg
(1966, Haug (1967a) y Kénigsmark y cols. (1969) si que emplean factores

de correccién.

1.4. Parédmetros que caracterizan a los  gbjetos contenidos en  una
estructura.

Los parametros que caracterizan a un objeto son: su tamafio , su

superficie especifica y su forma (Underwood, 1983).

1.4.1. Tamafio._

A menudo podemos encontrar un gran namero de dificultades al
analizar esiereolégicamente la distribucién de tamafios de las particulas
contenidas en una estructura. Por tanto, es importante evaluar en primer
lugar, si el tamafic de las particulas es realmente el parametro mas
informativo, y si el problema biolégico no puede resolverse utilizando
otros parametros morfométricos que puedan obtenerse por alguno de los

procedimientos estereclégicos basicos (Weibel, 1979).

El tamafio de un perfil puede medirse por tres cantidades: su
drea, su "di&metro, o la distribucién de las longitudes de sus inter-
secciones. El didmetro del perfil es el valor mas practico, pero es también
problematico, ya que pueden darse definiciones diferentes en cuanto el
perfil no sea circular. Los diémetros mas comunes de figuras convexas
planas y mediante los cuales se puede determinar el tamafio de las mismas

son:



~ diémetro calibrador maximo y minimo,

<

didmetro calibrador aleatorio o de Feret,

longitud de la cuerda o interseccién aleatoria,

- didmetro del circulo de area equivalente.

- Los diémetros calibradores de figuras planas se definen como
la distancia entre dos lineas paralelas que son tangentes a la figura.
Cualquiera de tales figuras puede caracterizarse por los diémetros
calibradores mayor (dmax) y menor (dmin); vienen determinados por rota-
cién del "calibrador" alrededor del perfil y anotacién de sus valores mayor
y menor. Los di&metros calibradores méximo y minimo, en cierto modo, son

descriptivos también de la forma de la particula.

- Una medida del perfil de gran importancia es su diametro
calibrador aleatorio (dc), también llamado "didmetro de Feret" (Feret,
1931); el calibrador es mantenido en una posicidén fija y se deja al perfil
adoptar cualquier orientacién. A partir del didmetro calibrador aleatorio
(de), se puede obtener el didmetroc calibrador medio (dc) (o dismetro medio
de Feret) que es la cantidad que describe la probabilidad de que la linea
de muestreo al azar corte el perfil. Se ha demostrado (Tomkeieff, 1645;
Valton, 1948) que el diametro calibrador medio, d—o, es igual al diadmetro de

un circulo de perimetro equivalente.

- Otra medida lineal del tamafio del perfil es la longitud de la
cuerda 0 interseccién (1), medida a lo largo de una linea de muestreo
aleatoria. Esta cantidad depende, evidentemente, de la distancia desde el
centro del perfil a la linea de muestreo y de la orientacién del perfil con
respecto a dicha linea. Para cualguier orientacisn fija, la longitud media
de intefseccién ('1-), estd relacionada directamente con el diametro
calibrador por:

1=a/ de

en donde "a" es el area del perfil.



La longitud media de interseccién est4 también relacionada, de
modo muy general (Crofton, 1885; Tomkeieff, 1945; Underwood, 1968), con el
area (a) y el perimetro o longitud del contorno (b) de la figura por

l=nxal/b

- Una medida préactica y muy 0til del tamafio del perfil (Miles y
Davy, 1977) es el didmetro de un circulo de igual &rea, denominado

"diametro de un area equivalente" (dae), que es
dae = 2 x (a / m*

Su utilidad deriva del hecho de que el ojo humano es extraor—
dinariamente efectivo en equiparar &areas de igual tamafio, incluso si una de

ellas es un circulo y la otra una figura dentada y complicada.

Han sido tratadas otras muchas medidas del tamafic de los
perfiles que son, sin embargo, de valor practico muy limitado

(Fischmeistes, 1968).

Los analizadores semiautomaticos y autométicos de imagenes (ver
apartado referente a calculo de volumenes), han hecho mas facil la deter-
minacién y clasificacién del tamafio de los perfiles contenidos en una
estructura, ya que con una sola operacién de medida, consistente en repasar
el perfil con una pluma especial sobre el tablero digitalizador, podemos
obtener multitud de parametros estereolégicos primarios como el diametro
calibrador aleatorio, dié&metros calibradores mayor y menor, perimetro y
area de los perfiles, longitudes de las cuerdas, etc.(Rohr, 1976; Haug,

1976; Hougardy, 1976).

1.4.2. Superficie especifica._

La superficie especifica se define para una particula por:

_24._



S/ Vv

en donde S es la superficie de la particula y V se refiere al volumen de la

misma.

Este parametrao, introducido por vez primera por Chalkley y cols.
(1949), es de gran utilidad, dado que estd directamente relacionado con el
didmetro calibrador medio (dc), mediante una constante dependiente de la
forma (KD

de =K x (V /8

Cuando se trata de un sistema de particulas se necesita

9]
~
<l

siendo S la superficie media de las particulas y V el volumen medio de las

mismas.

51 una serie de particulas aisladas son incluidas y seccionadas,

se obtiene un anadlogo bidimensional a S / V, se trata de
ﬂb / A
siendo Lp la longitud media de perimetro y A el area seccionada media.

Estos dos cocientes se relacionan del modo siguiente

S/V=«w/m x Lp / M
(Underwood, 1980)

El calculc de la superficie especifica para un sistema de

particulas incluidas aleatoriamente en una matriz, y posteriormente
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seccionadas, puede obtenerse mediante recuentos combinados de puntos e

intersecciones (Underwood, 1883).

Aunque la relacién S / V  se puede determinar facilmente a
través de otros parametros como la longitud media de interseccién o el
numero de intersecciones de particulas por unidad de longitud, es mas
dificil obtener los valores de S y V separadamente. No obstante, S puede
determinarse a través del &area media proyectada por las secciones de las
particulas en el plano de proyeccién, mientras que V puede calcularse a
través del diametro medio o el nimero de particulas por unidad de volumen

(Underwood, 1983).

1.4.3. Forma._

Muy raramente la forma de las particulas naturales podra ser
descrita fielmente por alguno de los sé6lidos regulares que habitualmente se
utilizan en geometria. En la mayor parte de los casos debemos encontrar
mediante una gran cantidad de conjeturas, la forma que mejor se ajuste, y
describirla a través de algun factor de forma. Se han descrito gran

cantidad de factores de forma (véase Medalia, 1970; Schwarz, 1980).

Un indice de forma ampliamente utilizado es el de circularidad

(F), que viene definido por
F = (4 x A) / Lp= (O < F ¢
donde A es el area del perfil y Lp el perimetro del mismo.
Como este indice se obtiene a partir del perimetro y el 4area,
puede ocurrir que perfiles muy diferentes en cuanto a forma, tengan igual
drea e igual perimetro, por lo que hay que utilizarlo con ciertas

precauciones y siempre y cuando la comparacién se lleve a cabo entre

particulas mas o0 menos similares (Schwarz, 1880).
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La forma de las particulas también puede describirse a través de
factores de elongacién. Es muy utilizada en este sentido, como ya se apunté
anteriormente, la relacién entre los didmetros calibradores minimo (dmin)

y MAXimo (dmax)

dmin / dwax = Ea O < Ex ¢ D

Una variante de la relacién anterior, también de gran utilidad,
es la que se establece entre el diadmetro calibrador méximo y el

perpendicular a €1, segun

Obviamente, para la misma particula, siempre E=z= ? E..

Hausner (1966) sugiere como factor de elongacién, la relacién
entre los dos diadmetros de Feret perpendiculares que a su vez sean los

lados del rectangulo circunscrito con el &rea minima:

Es = dca / de=z (dcr ¢ dez; 0 € Ez ¢ D

Con respecto a E=, Medalia (1970) ha seflalado que existen
situaciones en las que el rectangulo de Hausner, como también se conoce a

este factor, da resultados que no son significativos.

Continuando con 1los factores de elongacién, Medalia (1967)
propuso caracterizar la forma mediante los momentos principales de imercia
de las areas de los perfiles. Exner (1978), por su parte, sugiere un factor

de elongacién basado en el momento polar de inercia de la particula.

Indicadores de la forma que en ocasiones pueden ser intere-
santes son los factores de rugosidad. La rugosidad se puede definir como
la cantidad de partes céncavas del contorno de un objeto. Al igual que en

el caso de la elongacién, son muchos los autores que han descrito factores
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de rugosidad (Mandelbrot, 1977; Chermant y Coster, 1978; Flook, 1978; Kaye,
1978; Underwood, 1983). Finalmente, Schwarz (1980), propone utilizar
conjuntamente factores de elongacién y rugosidad para la mejor

caracterizacién de la forma de las particulas.

En el presente trabajo, nosotros emplearemos aquellos parametros
de objeto que vayan resultando de mayor utilidad o necesidad para la
resolucién de los problemas planteados y en relacién con nuestro material

de estudio.

Se ha progresado considerablemente en la medicién y recuento de

estructuras subcelulares (De Hoff y Rhines, 1968; Underwood, 1970; Weibel y
cals., 1972; Veibel y Bolender, 1872). Sin embargo, en relacién a su locali-

zacién, el progreso ha sido limitado.

En la mayoria de los casos, los datos disponibles para analizar
la organizacién espacial de los organulos celulares, consisten en un
conjunto de secciones bidimensionales obtenido a partir de una poblacién

de estructura tridimensional.

Como fue seflalado por Cruz-Orive (1976a), los métodos desarro-
llados para el anadlisis de la relacién espacial en el campo de las ciencias
de los materiales {(Matheron, 1972; Serra, 1972), no pueden aplicarse direc-
tamente al andlisis de la estructura celular. Esto es debido a que la
organizacién‘basica del material inerte, puede suponerse con toda seguridad
que es estacionaria; dicha suposicién no es valida para la altamente
organizada estructura celular, la cual es ademads cambiante. Este es el
porque se han propuestc métodos especificos, para analizar la relacién

espacial entre estructuras subcelulares.
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Un primer grupc de métodos, especificos para la cuantificacién
de la relacién espacial entre estructuras subcelulares, consiste en la
reconstruccién tridimensional de unas cuantas ceélulas individuales (ele-
gidas al azar de entre todas las que constituyen la poblacién), a partir
de secciones seriadas y mediante la microscopia electrénica de transmision
(Moens, 1970; Bourgeois y cols., 1979), o bien a través del sombreado con
metales pesados <(Dubochet y cols.,, 1971; Griffith, 1973), o0 mediante

analisis estereoscopico (Rambourg y cols., 1974; Glauret, 1979),

No obstante, el valor de la informacién obtenida a partir de
unas cuantas ceélulas reconstruidas, puede cuestionarse cuando dicha
informacién se hace extensiva al total de la poblacién examinada. En
efecto, la aproximacién a la organizacién espacial de los orgéanulos
celulares debe hacerse por métodos estadisticos, para cuya aplicacién es
preciso analizar bastantes mas células de las que permiten los métodos de
reconstruccién tridimensional sin excesivo trabajo. Ademas estos métodos
no son apropiados para el analisis de la localizacién de un punto unico en

relacién a una estructura de referencia.

Precisamente para estos casos, en los que se pretende descubrir
si la localizacién de un punto es al azar o si por el contrario se
relaciona con la localizacién de otro punto en la célula, que es elegido
como referencia, se requieren métodos que incluyan el anilisis de la
distribucién estadistica de la distancia entre el punto estudiado y el
punto de referencia <Baudhuin y cols., 1979; Hemon y cols., 1681). Funda-
mentalmente estos métodos se aplican y tienen gran interés en estudios
sobre la localizacién del centriolo (Bornens, 1979) y la del nucléolo

(Beckman y Vaterman, 1977; Bourgeois y cols., 1979; Hemon y cols., 1981).

Un problema inherente a la mayoria de estos métodos, que tratan
de determinar la posicién de estructuras subcelulares en base a la
distribucién estadistica de la distancia entre la estructura estudiada y un
punto de referencia, se refiere a la ausencia de cualquier suposicién

restrictiva, relativa a la heterogeneidad en tamafio y/o forma de la seccién



muestreada. Para soslayar esta dificultad basica, es necesario estandarizar
la medicién de la distancia entre el punto estudiado y el de referencia. En
algunos casos, la estandarizacién proporciona una prueba muy simple de la

aleatoriedad de la localizacién de un organulo.

En esta linea esta el método propuesto por Hemon y cols. (1981),
valido en ausencia de cualquier presuncién restrictiva relativa a la hete-
rogeneidad en tamafio y/o forma del conjunto de secciones muestreadas y
mediante el cual, de un modo muy simple, se puede revelar la no aleato-

riedad de la localizacién de un organulo, dentro de un é&rea dada, de una

seccién celular.

SECCION CELULAR

AD
Ad
AD

®Ad
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El método analiza (tal y como se observa en la figura adjunta)
la distancia (d) entre el organuloc (0> y un punto especifico (R)
considerado como punto de referencia, a través de la conversién de dicha
distancia (d) en una relacién entre dos &areas. Una de las areas (Ad) seria
la del circulo de radio igual a la distancia analizada (d), la otra (AD)
seria la del circulo de radio igual a la distancia (D) entre el punto de
referencia (R) y el punto mas alejado del espacio contenedor del orgénulo,

ya sea el nucleo o la célula, la relacison aludida seria:

Ad / AD

Por Gltimo, 1la distribucién estadistica de 1los valores

convertidos, se compara con la distribucién uniforme.

1.6. Influencia de los procederes técnicos en los estudios estereplégicos.

Para finalizar este capitulo, es necesarioc hacer mencién de la
importancia que tiene la preparacién del material biolégico a la hora de
emprender un estudio estereclégico sobre dicho material. Hay una regla
basica que debe observarse: las dimensiones de las células y otros
constituyentes tisulares deben ser preservadas o, si los cambios son

inevitables, éstos deben ser cuantificados.

La fijacién y demas procederes técnicos aplicados a estructuras
tisulares para microscopia éptica, originan casi ineludiblemente retrac-
ciones del material (Stowell, 1941), siendo imprescindible a la hora de
establecer determinaciones cuantitativas de cualquier tipo, la valoracién
exacta de dicha retraccién. Durante la fijacién los cambios dimensionales
que concurren son muy dificiles de calcular y controlar. Se intentan
reducir con soluciones tamponadas de fijadores, y mediante el ajuste de la
osmolaridad a las presiones osméticas en el interior de las células
(Barnard, 1976; Mathieu y cols., 1978). Cragg (1967) determina un método

que segun sSus comprobaciones, no retrae el tejido. Realiza cortes por
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congelacion, montando a continuacién las secciones obtenidas en portas con
gelatina, la cual es fijada en vapores de alcchol; no obstante, aun en este

caso se producen retracciones (Navascués, 1976).

En resumen, el Gnico modo de paliar las retracciones producidas
durante la fijacién es mantener estrictamente constante la composicién del
fijador, asi como todas las soluciones subsiguientes, para un determinado
conjunto de experimentos a fin de que sus datos morfométricos no resulten
erréneos. Igualmente, los procedimientos de deshidratacién e inclusién
deben ser cuidadosamente escogidos, controlados y estandarizados. Por
ejemplo, se ha demostrado que las células pueden dilatarse si la deshidra-
cién se comienza con etanol del 50%, mientras que su tamafio no cambia con

etanol del 70% (Weibel y Kniht, 1964).

Un punto adicional importante es que las secciones deben cor-
tarse con una buena cuchilla con el objeto de reducir la compresién, y
finalmente, si se trabaja con micrografias, ha de tenerse en cuenta gue
algunos papeles fotograficos pueden experimentar una considerable retrac-

cion durante el procesado, distorsicnando asi la imagen (Weibel, 1979).

Con todo y en relacién con 1los extremados cuidados vy
modificaciones que puedan ocurrir en la preparacién y analisis de los
materiales objeto de estudio, nosotros pensamos que lo mas importante es
poner los méximos cuidados para que dichos materiales, al ser sometidos a
procesos iguales ofrezcan, en todo caso, modificaciones equivalentes. Con
ello los estudios posteriores seran equivalentes, pues aunque ocurran
cambios estos no influirén en las conclusiones comparativas y sélo, si
acaso, en los valores absolutos; pero esta ultima situacién no resulta
preocupante en la mayor parte de los estudios estereolégicos, salvo que se

quieran conocer valores absolutos.
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2.1. ¢

El Sistema Visual de mamiferos consta de tres centros
fundamentales: la retina o estacién inicial, sensible a la 1luz; el cuerpe
geniculado lateral o estacién de relevo; la corteza visual o estacién final.
Cada wuna de estas estructuras nerviosas es doble, encontrandose

representadas una en el hemisferio derecho y otra en el izquierdo.

En la retina se localizan las células fotorreceptoras (conos y
bastones), en las que se origina el impulso cuando son estimuladas
foticamente. Los fotorreceptores se ponen en conexién, a través de las
células bipolares, con las ceélulas ganglionares cuyos axones constituyen

los nervios épticos.

En la base anterior del diencéfalo, los nervios o6pticos se
cruzan parcialmente, formando el quiasma o6ptico. El entrecruzamiento afecta
en mayor o menor grado a las fibras procedentes de las mitades nasales;
las fibras de las mitades temporales no se cruzan, sino que siguen su

curso por el mismo lado.

A partir del quiasma, el fasciculo de fibras camino del
geniculado se denomina tracto éptico. El tracto derecho contiene, segin
hemos dicho, fibras de la mitad temporal del ojo derecho y las de la parte
nasal del izquierdo; el tracto izquierdo contiene las fibras de la mitad
temporal del ojo izquierdo y las de la mitad nasal del ojo derecho. Las
fibras cruzadas y no cruzadas de los tractos opticos llegan a distintas
zonas del Nacleo  Geniculado Lateral (NGL) homolateral, donde establecen

conexiones sinapticas con las neuronas de dicho nacleo.

Segun describe la bibliografia, la proyeccién desde la retina

hacia el NGL estd topograficamente organizada, queriendo expresar con esto
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que los cuadrantes superiores de la retina se proyectan a la parte
anterior del NGL y los cuadrantes inferiores de aquélla 1o hacen a la

parte posterior de éste (Lashley, 1934; Bishop y cols., 1962).

L partir de cada NGL se origina, al menos, un haz fibroso
geniculo-cortical o radiacién éptica (Gratiolet, 1854), que como una placa
fibrosa mas o menos ancha por la que discurren los axones emitidos por
neuronas del citado nucleo, finaliza en la corteza visual, donde las fibras
establecen conexiones con las células corticales. De esta forma, cada
nucleo se proyecta sobre las 4reas visuales homolaterales Minkowski,

1913; Putnam, 1926a; Valler y Barris, 1937; Vilson y Cragg, 1967).

Las proyecciones que desde el NGL llegan a la corteza visual
también estan organizadas de forma tépica, de manera que las partes
anterior y posterior del NGL se proyectan, respectivamente, sobre las
regiones anterior y posterior del area visual. Como, por otra parte, y ya
hemos seflalado, la proyeccién retiniana sobre el NGL también esta
topograficamente organizada, podemos concluir que los cuadrantes
superiores de la retina tienen su representacién en las partes anteriores
de la corteza visual, mientras que los cuadrantes retinianos inferiores se
proyectan a las partes posteriores de la corteza visual. Estas relaciones
entre la retina y la corteza visual, apuntadas ya por Minkowski (1913),
fueron demostradas en conejo y hombre, por Putnam (1926b) y Putnam vy
Putnam (1926), haciéndose extensivas posteriormente a otros . mamiferos
(Polyak, 1957; Garey y Powell, 1968). Par altimo, la descripcién de una via
cortico-genicular (Nauta y Bucher, 1954; Beresford, 1961) pone de manifies-

to la existencia de relaciones reciprocas entre el NGL y la corteza visual.

2.2. Aﬁ{g@Q‘LQS norfo Q'ngQq del Nucleo Genilculado Latera
Una vez tratadas las lineas generales del Sistema Visual de

mamiferos, podemos concluir que el NGL y especificamente su porcién dorsal

o Nacleo Geniculado Lateral dersal (NGLd), representa una estacién de
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relevo de las fibras nerviosas, que partiendo de la retina, van a alcanzar
regiones de la corteza, en las é&reas visuales. Sin embargo, Szentagothai
(1963), y mas recientemente Holcombe y Guillery (1984), imputan al nucleo

otras funciones aparte de la de simple estacién de relevo en la via optica.

El NGL esta presente en la mayoria de los mamiferos (Kappers y
cols., 1967), y sélo en monotremas no se ha encontrado una estructura
homéloga (Campbell y Hayhow, 1971; Campbell, 1972). En la filogenia, vemos
que a partir de roedores se organiza en una porcién dorsal (NGLd) y otra
ventral (NGLv) (Miinzer y Wiener, 1902; Winkler y Potter, 1911, 1914,
Brouwer, 1923; Gurdjian, 1927; Hayhow y cols., 1962; y otros), separadas por
una pequefla lamina de células y neuropilo denominada lamina medular
(Winkler y Potter, 1911, 1914) o lamina medular interganglionar (Gerhard,
1968) o también lémina intergeniculada (Hickey y Spear, 1976; Gonzalo y
cols., 1985), El grupo de células de la lamina medular interganglionar fue
descrito por Takahashi y cols. (1877); se trata de células pequeflas y de

forma oval, que constituyen la hoja intergenicular.

La forma del ntcleo varia dependiendo del grupo de mamiferos
que se considere. En los roedores es alargado, en el gato tiene forma de
"S" (Ramén y Cajal, 1911), en el conejo es similar a una pera invertida con
su tercio inferior curvado y dirigido hécia la regién anteromedial (Loepp,
1911; Chaudhury y Vhitteridge, 1965). Por dltimo, en los primates es
ovalado; como muestran las reconstruccicnes graficas aportadas por Connoly
y Van Essen (1984); y alcanza su mayor volumen, aunque proporcicnalmente
es més grande en otros mamiferos menos evolucionados, como los roedores y

el conejo (Ramén y Cajal, 1911).

El NGLd es normalmente més grande que el NGLv, siendo en
roedcres donde se observan las minimas diferencias de tamafio entre ambos.
Concretamente Hayhow y cols. (1962) dan las siguientes medidas méaximas

para ambos nucleos en la rata:
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NGLd NGLv

anteroposterior........ 2,10 mm............. 1,85 mm.
dorsoventral........... 1,60 mm............. 0,60 mm.
mediolateral........... 1,20 mm. ... .0 o 0,80 mm.

En el ratén, el nicleo ventral tiene casi el mismo diametro
rostrocaudal que el nucleo dorsal, aunque en secciones perpendiculares a la

direccién rostrocaudal es menor el ventral (Peinado, 1980).

A partir de los roedores el NGLv se reduce con respecto al NGLd
(Niimi y cols., 1963) e inclusc en algunos primates ni tan siquiera puede
reconocerse, tal es el caso de Cercopithecus (Vogt, 1909; Friedemann,

1912).

En el hombre, el Cuerpo Geniculado Externo se corresponde con el
NGLd de los demés mamiferos, no reconociéndose el NGLv como tal (Kappers
y cols., 1967). El Cuerpo Geniculado Externo se halla algo aislado en la
cara ventrocaudal del Talamo y constituye una formacién relativamente

independiente (Kahle y cols., 1977).

Tello (1904) considera que el NGLd y el NGLv no son dos
estructuras diferentes, sino que constituyen dos partes de un nicleo unico,
separadas por unas pocas de fibras. Por el contrario, Ramén y Cajal (1911)
en estudios realizados principalmente en gato, expone que se puede hablar
de dos nicleos distintos, dadas 1las diferentes relaciones con otros
centros, asi como las distintas caracteristicas morfolégicas que presentan'
estas dos partes del NGL, a las que denomina respectivamente Lébulo dorsal

(NGLd)> y Lébulo reducido (NGLw).

Posteriormente, se ha demostrado que el NGLd y el NGLv tienen
origenes distintos en cuanto a su desarrollc. Mientras que el primeroc se
desarrolla a partir del Talamo dorsal, el segundo lo hace desde el Talamo

ventral (Kose, 1942). Ademas, en tanto que el NGLd puede considerarse
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especificamente como una estacién de relevo del Talamo dorsal en el camino
hacia la corteza visual, el NGLv se encuentra mas estrechamente
relacionado con el control del Sistema Motor Extrapiramidal, dada su
conexién con nacleos caracteristicos de este Sistema. En efecto, recientes
evidencias han demostrado que llegan al NGLv fibras aferentes desde el
nucleo vestibular (Magnin y Kennedy, 1979), nucleos cerebelosos profundos,
nicleo pretectal y campos perirrubrales (Graybiel, 1974). En cuanto a las
vias eferentes, este nucleoc envia fibras, fundamentalmente, al coliculo
superior, al nicleo oéptico accesorio, a la comisura gris, y al nicleo
talamico intralaminar (Edwards y cols., 1974; Graybiel, 1974; Swanson y
cols., 1974; Ribak y Peters, 1975; Kawamura y cols., 1978; Legg, 1979;
Magnin y Kennedy, 1979).

En resumen, el NGLd y el NGLv parecen tener poco en comin en
cuanto a su funcién primordial (Holcombe y Guilleri, 1984). El primero se
encuentra exclusivamente relacionado con las vias épticas. El segundo,
aunque también estéd implicado en el proceso visual, pues recibe aferencias
desde la retina (Niimi y cols., 1963; Goodman y Horel,1966; Giolli y
Guthrie, 1969; Jordan y Hollédnder, 1972; Sanderson, 1975; Hickey y Spear,
1976; Hollander y Sanides, 1876; LeVere, 1978; y otros), esta relacionado
con la corteza visual (Giolli y Guthrie, 1971; Edwards y cols., 1974;
Graybiel, 1974; Swanson y cols., 1974; Giolli y cols., 1978; Sefton y cols.,
1981), y presenta una cierta organizacién retinotépica (Rose y Malis, 1965;
Holcombe y Guilleri, 1984, ¥Nagata y Hayashi, 1984); resulta ser mas

especificamente un niclec de control motor.

2.3. Organizacion del Nacleo Geniculado Lateral dorsal.

El reconocimiento de las relaciones del NGL con otros centros,
asi como la demostracién de que el NGLd es 1la estacién de relevo
fundamental del sistema visual de mamiferos, se ha determinado
principalmente mediante técnicas de degeneracién, autorradiografia e

inmunofluorescencia.




La proyeccisn visual primaria al NGLd ha sido estudiada en la
mayoria de los mamiferos. En el conejo, ha sido descrita en varios estudios
tanto con meétodos de degeneracién como con autorradiografia  (Giolli y
Guthrie, 1969; Sanderson, 1975; Takahashi y cols., 1977). Las variaciones en
la proyeccién retinofugal ipsilateral en animales albinos ha sido bien
estudiada (Guillery, 1974) y las diferencias de la proyeccién retino-
geniculada en conejos albinos y pigmentados ha sido demostrada por varios
autores (Sanderson, 1975; Takahashi y cols., 1977; Uchida y cols., 1982). El
modelo expuesto para la proyeccién retinofugal en el conejo, es similar al
que presenta esa misma proyeccién en otros mamiferos (Rodieck, 1979),
incluyendo una pequefia porcién de fibras que procedentes de la retina
contindan més alla del NGL, dirigiéndose hacia el coliculo superior (Giolli
y Guthrie, 1969), zona pretectal (Giolli y Guthrie, 1969; Scalia, 1972) y
nucleo del tracto éptico accesorio (Giolli, 1961; Hamasaki y Marg, 1962;

Valley, 1967,

Por otra parte, hay evidencias por las que se ha llegado a la
conclusién de que cada punto del campo visual corresponde a una linea en
el NGLd y, por extensién, que un area pequefia se corresponde con un
volumen columnar. Este concepto, apuntado por Lashley (1934), Polyak (1932,
1933) y Le Gros Clark (194la) entre otros, fue introducido por Bishop y
cols. (1962) mediante esfudios electrofisiolégicos en el gato. Estimulando
eléctricamente pequefias regiones de la retina observaron como se activaban
"columnas celulares" en el NGLd. Bishop y cols. utilizan el concepto de
"lineas de proyeccién" para referirse a las lineas geniculares de
isorrepresentacién de puntos del campo visual . La existencia de “"lineas de
proyeccién" se ha confirmado también electrofisiolégicamente, en la rata
(Montero y cols., 1968) y anatémicamente, mediante pruebas de degeneracién
retrégrada, en el conejo <(Rose y Malis, 1965), en la rata (Montero y
Guillery, 1968), en el gato (Garey y Powell, 1967; Guillery, 1967), asi

como en la mayoria de los mamiferos (Kaas y cols., 1973).

Tanto el concepto de “"lineas de prayeccién" como el de "columnas

celulares", definen una misma idea funcional y representan en su expresién
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mas sencilla puntos del campo visual en el NGLd. No obstante, no existe un
soporte anatomico o morfolégico claro sobre el cual se apoye este
concepto, a lo sumo como ya hemos mencionado, pruebas morfolégicas
indirectas <(Rose y Malis, 1965; Montero y Guillery, 1968). Mas
recientemente Holcombe y Guillery (1984) demuestran en el conejo, que las
"lineas de proyeccién" corresponden a zonas situadas entre los bordes de
degeneracién fibrilar y marcaje después de una lesién en la retina o un
marcaje autorradiogréfico de las celulas ganglionares de ésta. Estos bordes
de degeneracién y marcaje, légicamente delimitan bandas o “columnas
celulares" sobre las cuales se elongan radialmente las neuronas del niclec.
Por otra parte, Cabzllero y cols. (1986) sugieren, en estudios realizados
en el NGLd del conejo, con el método de Golgi, que las células se disponen
en planos continuos y proponen el término de “planos de proyeccién" como

ampliacion de la idea de “lineas de proyeccién”.

La mayoria de los autores que han estudiado las proyecciones
épticas primarias ai NGLd han podido ceonstatar también, que puntos
adyacentes en el caumpo visual se corresponden con lineas de proyeccién
contiguas en el NGid, siendo el modelo basico similar en todos los

mamiferos (Kaas y cols., 1972Za).

En cuanto a las relaciones entre el NGLd y la corteza visual,
mediante métodos de degeneracion y marcaje con isétopos radiactivos o
peroxidasa de rabano, se ha demostrado claramente la existencia y
caracteristicas de una via geniculo-estriada (Polyak, 1957; Rose y Malis,
1964; Lund y cols., 1974; Giolli y cols., 1978; Sefton y cols., 1981; Towns
y cols., 1982; y otros); asi como de una proveccién desde el cortex hacia
el NGLd (Montero y Guillery, 1968; Hsllander, 1970, 1972, 1974; Guillery,
1966, 1971; Szentégothal, 1973; Rosenquist y cols., 1974; Hamori y cols.,
1974, etc.). La via geniculo-estriada, siguiendo la pauta de la proyeccién
retino-geniculada, proyecta tépicamente en la corteza visual. Las lineas de
proyeccién del NGLd, pasan a estar representadas en el coértex visual por
"columnas de proyec:ién" que representan a su vez puntos del campo visual

(Polyak, 1957; Biskcp y cols., 1962; Rose y Malis, 1965; Tusa y cols., 1978;

_39_




Vagor y cols., 1980; Van Essen y cols., 1984). Algunos investigadores han
sugerido gue las prayecciones codrtico-geniculadas también estan organiza-
das de modo que cada puntc en la corteza visual envia fibras, exactamente
al lugar desde el cual recibe fibras aferentes. De todos modos, estos
mismos autores exponen, que las evidencias que existen acerca de esta
interconexién reciproca punto a punto, no son del todo concluyentes
(Beresford, 196Z; Garey y cols., 1968; Hollander y Martinez-Millan, 1975).
Lo que si resulta un hecho probado, es que la via cdrtico-genicular ejerce

una inhibicién de tipo “feed-back" sobre el nucleo.

Una caracteristica importante del NGLd es su laminacién.
Estudios en una amplia gama de mamiferos incluidos algunos miembros de
los grupos menos evolucionados, como el erizo (Hall y Ebner, 1970;
Campbell y cols., 1967) y la =zarigieya <(Benevento y Ebner, 1970},
demuestran que en el nuacleo las proyecciones retinales ipsilaterales y
contralaterales no se superponen, aunque no puede excluirse la posibilidad
de que exista un cierto solapamiento en los limites de estas zonas. Por
otra parte, estas zonas especificamente ipsilaterales o contralaterales son
las responsables de la apariencia estratificada que ostenta el nicleo en
muchos mamiferos. En algunos grupos, sin embargo, tal es el casc de los
roedores, la apariencia del NGLd es homogénea; es decir, no se observa
laminacién, lo cual no excluye la segregacién de 1las proyecciones
ipsilaterales y contralaterales, que aunque se produzca no es claramente
observable debido al modo particular de su organizaciéon. Debido a ello,
Ha.yhow (1958) y Hayhow y cols. (1962), estudiando el NGLd de la rata, no
encuentran ningun tipo de estratificacién; aunque en algunos otros roedores
detectan una cierta laminacién encublerta. Guillery y cols. (19701
proporcionan evidencias que contradicen los resultados encontrados por
Hayhow y cols. en la rata, zl cbservar en este roedor la presencia de tres
laminas, gue en las ardillas se detectan més facilmente, debido a que el
sistema visual de este roedor esté4 altamente desarrollado (Kaas y cols.,
1972b). De estas tres capas la mas medial <{(capa 1) recibe aferencias
contralaterales, la intermedia (capa 2) recibe aferencias ipsilaterales y

la capa lateral {(capa 3) se puede subdividir en 3 sectores que aungue no
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se distinguen morfologicamente, reciben proyecciones contra-, ipsi-, y

contralaterales respectivamente.

En el gato y otros carnivoros, aunque en principio se
identificaron tres laminas (Thuma, 1928), posteriormente se han descrito
cuatro, que Guillery (1970) denomina A, Al, C y Cl. De todos modos resulta
mas facil el reconocimiento de esta laminacién en el perro (Rioch, 1929) y
en otros carnivoros. lLas capas A y Al tienen una apariencia similar,
estando constituidas por células de diversos tamafios. La capa A recibe
aferencias contralaterales y la Al ipsilaterales. En cuanto a las capas C y
Cl, también reciben aferencias retinales contralaterales e ipsilaterales
respectivamente, pero mientras que la lémina C estéd formada por grandes
células y recibe fibras retinogeniculares relativamente gruesas, la Cl

contiene células pequeflas y recibe fibras mas delgadas.

La laminacién del NGLd es clara en el hombre <(Chacko, 1048;
Kahle y cols., 1677) y en primates (Giolli y Tigges, 1970; Hassler, 1966),
reconociéndose en general seis laminas o capas. En el hombre hay un
gradiente regular de tamafio celular en 6 laminas en el Area de visién
central y en 4 laminas en el &rea de visién periférica. Las medidas
indican que el rango de los di&metros de las células, es mé&s pequefio en la

zona periférica que en la central del area visual (Chacko, 1948).

Por lo que se refiere a la estructura del NGLA del conejo,
resulta comparativamente simple. Es un nicleo no laminado, que recibe
impulsos épticos casi exclusivamente (90%-95%) desde el ojo contralateral
(Giolli y Guthrie, 1969; Sanderson, 1975). A pesar de la ausencia de
laminacién, con la técnica de Nissl el NGLd del conejo fue subdividido por
Rose (1935) en 4 sectores de los que Rose y Malis (1965) sé6lo reconocen
dos de ellos (x y f3), que se observan mucho mejor en preparaciones
horizontales que en las frontales o sagitales. El sector <x en secciones
horizontales tiene forma de media luna y constituye la mayor parte del
nocleo. Las celulas de este sector, densamente empaquetadas, se encuentran

ordenadas y elongadas a lo largo de radios mé&s o menos perpediculares al
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eje mayor del mismo; este eje que en su porcion anterior sigue una
direccién orocaudal, se va incurvando suavemente hasta adquirir una
direccién lateromedial. Debido a esta curva compleja del sector o
Droogleever Fortuyn (1964), tras de estudiar muchos planos de seccién
distintos en el NGLd del conejo, sefialan que cualquier consideracién acerca
del tamafio o la forma de las células, no se puede hacer sin tener en

cuenta la orientacién de las mismas con respecto al plano de corte.

Holcombe y Guillery (1984) subdividen el sector o en dos
porciones: una porcién externa de células relativamente pequefias y
empaquetadas (cxe) y otra interna de células algo més grandes y espacia-
das (cxr1). El sector o¢ rodea lateral y posteriormente un campo fibroso,
que contiene grandes neuronas espafcidas y que se reconoce como el sector
B. Tras la destruccién del area visual estriada, aparece gliosis en este
sector, por lo que Rose y Malis (1965), consideran que las fibras que
constituyen la proyeccién geniculo-estriada lo atraviesan en su camino
hacia la corteza. Schober y cols. (1985), opinan que en cobaya y conejo el
sector [3 se constituye debido a que las fibras de la radiacién éptica
atraviesan la zona. En algunos roedores, donde la proyeccién geniculo-
estriada no atraviesa esta regién medial del nicleo, sino que la bordea, el

sector f3 no puede ser identificade.

Con respecto a la distribucién de las proyecciones retino-
geniculadas en el NGLd del conejo, los estudios de degeneracién y auto-
rradiografia ponen de manifiesto que la mayor parte del sector < recibe
aferencias desde el ojo contralateral. Las aferencias ipsilaterales se
concentran en la regién posteromedial, justamente entre los sectores oxe y
<1, donde forman una zona, generalmente dnica, de aspecto oval o cunei-
forme. Es interesante reseflar que esta zona aparece mas intensamente
marcada en conejos pigmentados que en albinos, cuando se utiliza marcaje
anterogrado con peroxidasa de rabano o isétopos radiactivos (Giolli vy
Guthrie, 1969; Sanderson, 1975; Takahashi, 1977; Hocombe y Guillery, 1984).
También se observa mediante el marcaje anterégrado con peroxidasa de

rébano, que la zona ventrolateral del sector o< tiene una densidad de




terminales contralaterales marcados, mas baja que la que presenta el resto

del sector < (Gonzalo y cols., 1985).

Debido a la dificultad de identificar el sector 3 (Rose y Malis,
1965) en secciones frontales y sagitales, asi como a la gran cantidad de
fibras que lo atraviesa, es dificil observar claramente si este sector
recibe aferencias desde la retina y si éstas son cruzadas o no cruzadas.
Por ello en la bibliografia consultada se encuentran confusas e incluso
contradictorias afirmaciones al respecto de la proyeccién retinal hacia el
citado sector (Giolli y Guthrie, 1969; Hughes, 1971; Sanderson, 1975;
Takahashi, 1977). Reclentes investigaciones apuntan que el sector 3 no
parece recibir aferenclas retinales 1ipsilaterales ni contralaterales

(Holcombe y Guillery, 19684; Gonzalo y cols., 1985).

Un aspecto a destacar es el paralelismo entre el NGLd del conejo
y el del gato (Holcombe y Guillery, 1984). Salvando las evidentes
diferencias, los sectores cxe y <1 pueden compararse con las laminas A y
C del gato, las cuales reciben aferencias cruzadas, son distinguibles
morfolégicamente y se encuentran separadas en casi toda su extensién por
la capa Al, de proyeccién ipsilateral; esta 0ltima lamina es comparable con
la zona de proyeccién ipsilateral encontrada en el sector o del NGLd del

conejo.

Las lineas generales de organizacién del NGLd expuestas para los
diferentes grupos de mamiferos, presentan numerosas excepciones. Asi en
primates poco evolucionados y de habitos nocturnos, el NGLd presenta tan
.s0lo cuatro laminas (Le Gros Clarck, 1941b; Chacko, 1954; Hassler, 1966;
Jones, 1966; Kaas y cols., 1972a). Entre los carnivoros también hay
excepciones y algunos presentan un NGLd cuya organizacién se aproxima mas
a la de los roedores; tal es el caso del hurén (Jefferson, 1840). En el
gato se ha descritc una quinta lémina, denominada C2, situada junto al
tracto éptico y que aunque se distingue morfolégicamente nc puede ser
considerada como una verdadera capa comparada con las demés, debido a que

no recibe aferencias desde la retina (Guillery, 1970; Guillery y Scott,
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1971). Esta lamina es similar al estrato "S" descrito en el conejo por
Holcombe y Guillery (1984), y observado mucho antes por Cajal (1911), ya
que como ella es subyacente al tracto 6ptico y ademas no recibe aferencias
desde la retina. En opinién de Graham (1977) y Torrealba y cols. (1981),
en el gato, esta lamina recibe aferencias desde los tubérculos cuadrigé-

mings anteriores y desde la corteza.

Por dltimo, para distinguir las é&reas o laminas morfolégicamente
observables, pero aparentemente sin significacién funcional de las que si
la tienen, Kaas y cols. (1972a) proponen para designar a estas altimas el
término de "lémina de relevo". Segun estos autores una "lamina de relevo"

ha de reunir las sigulentes caracteristicas:

- Ser morfolégicamente distinguibles.

- Estar inervadas por un solo ojo.

~ Ser aproximadamente perpendiculares a las lineas de prayec-
cién.

- Proyectar a la corteza visual.

- Llevar una representacién completa de la mitad del campo
visual contralateral, via o0jo contralateral; o Dbien del

segmento binocular del hemicampo visual, via ojo ipsilateral.

c.4. Estudio de los elementos estructurales del NGLd de mamiferos.

El estado actual de los conocimientos acerca de los elementos
estructurales que constituyen el NGLd, nos permite afirmar que éstos son
similares en todos los mamiferos y que corresponden genéricamente al
neuropilo y fibras més dos tipos celulares que son funcional y morfolégi-

camente diferentes.
las primeras investigaciones sobre las células nerviosas que

constituyen el NGLd datan del siglo pasado, cuando Ramén y Cajal describe

su meorfologia en el conejo. Mas tarde, Tello (1904) lleva a cabo un estudio
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histolégico del nucleo en el gato y en el conejo, mediante los métodos de

Nissl y Golgi, diferenciando 3 tipos de neurcnas segun su tamafio:

Eje mayor Eje menor
grandes 30-40 pm 20-35 um
medianas 17-30 um 12-25 um
pequeflas 8-17 pum 6-15 um

Refiriéndose al conejo, apunta que aunque se observa la misma
variedad en cuanto a tamafios celulares, las dimensiones disminuyen de tal
modo que es rara la célula grande que pasa de los 24 pm, siendo, por regla
general, la media de tamafio de estas ceélulas de 17 a 20 um; respecto a los
otros dos tamafios la disminucién no es tan grande y no bajan de las

dimensiones minimas dadas para el gato.

En cuanto a la forma de las células en gato, Tello advierte que
mientras que las grandes son mAs o menos redondeadas, rectangulares o
triangulares, las medianas son fusiformes y las pequefias no muestran una .
forma predominante; puntualiza que en el conejo, las grandes son por lo
general poliédricas. Por dltimo, mediante el proceder de Golgi observa en
el nicleo la coexistencia de los dos tipos celulares de Golgi, o células de
axén largo y células de axén corto; e incluso dentro de estas ultimas
diferencia dos subtipos basandose en el tamafio somatodendritico y en la

forma.

Taboada (1927) en estudios realizados en macaco con los métodos
de Nissl y Golgi-Cox, considera sin embargo, que aunque la forma de las
células es variable, esto se debe mds bien a su distinta orientacién,
pudiéndose considerar que todas constituyen un Unico tipo. No obstante, en
trabajos posteriores otros investigadores confirman la tesis de que en el
NGLd de mamiferos se pueden distinguir al menos dos poblaciones celulares,
que se diferencian en base a caracteristicas funcionales y morfolégicas

tales como la velocidad de reaccién, el tamafio celular, su distribucién en
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el nucleo, ciertas peculiaridades de 1los procesos dendriticos, caracte-

risticas de los axones, etc.

Grossman y cols. (1973) muestran en estudios con el método de

Golgi que las neuronas del NGLd de la rata se pueden clasificar en:

- Células clase A.

- Células clase B.

Esta clasificacién estd basada en el tamafio del pericarion,

organizacién dentritica y naturaleza del arbol dendritico.

Las células clase A son el tipo predominante, su pericarion
tiene generalmente de 15 a 20 um de diédmetro. Las células clase B, aunque
con alguna variabilidad morfolégica, constituyen una segunda poblacién
aparente. Las neuronas de esta clase fueron caracterizadas con pericarion
pequefio y elipsoidal. El pericarion de aproximadamente 10 pm de diédmetro
muestra comunmente una apariencia bipolar con 2 largas dendritas

emergiendo desde polos opuestos del cuerpo celular.

Rafols y Valverde (1973), en ratén, mediante el método de Golgi
y la microscopia electrénica, aunque puntualizan que en el NGLd se observan
formas neuronales muy variadas, reconocen exclusivamente dos tipos
generales: las TSR o neuronas de relevo y las PA o neuronas de inervacién
intrinseca o pseudoamacrinas. Las situaciones intermedias, las imputan
estos autores al resultado de una incompleta' impregnacién del soma,
dentritas, apéndices e 1incluso del arbol axénico de 1los dos tipos

generales.

Las celulas principales o ta4lamo-estriadas (TSR), muestran el
soma redondeado u oval, y miden aproximadamente de 15 a 25 um en su
diametro mayor. Son multipolares, con un nucleo grande redondeado o
ligeramente oval y un prominente nucléolo. Estas células aparecen

frecuentemente en grupos de 3 6 4.

_46_




Las células PA o pseudoamacrinas tienen una forma oval o de
huso y un didmetro mayor que oscila entre 10 y 20 um. Su nicleo es
proporcionalmente grande y también poseen un prominente nucléclo. Las

ceélulas PA aparecen separadas unas de otras.

Schober y Brauer (1973), en rata distinguen de igual modo 2
tipos de neurcnas en el NGLd utilizando el método de Golgi-Kopsch. El tipo
I muestra una estructura muy regular en su arborizacién dendritica. La
superficie total ocupada por estas neurcnas es de 10.316 a 27.060 um=,
unicamente del 4% al 9% de esta superficie pertenece al soma. En este tipo
neuronal existe una correlacién lineal positiva entre el diametro del soma

y el didmetro del campo dendritico.

El tipo II muestra dendritas més largas y menos numerosas que
el tipo I. Su modelo de arborizacién dendritica no es regular y el soma

representa el 12% de la superficie total de la neurona.

Los estudios de Verner y Kriger (1973) concuerdan con los de
Schober y Brauver (1973). También ellos distinguen 2 tipos neuronales, pero

en este caso utilizando el método de Nissl.

La distincién de los tipos neuronales se basa en caracteristicas
morfolégicas y cuantitativas: didmetro medio del soma celular, tamafio de la

heterocromatina asociada al nucléolo, tamafio nucleolar, etc.

El tipo I es considerado como células de relevo y el tipo II
como interneuronas. Mas recientemente, Rios y cols. (1981) investigan la
parte dorsal del NGL del ratén y establecen 2 poblaciones neurcnales,
atendiendo al tamafio del soma celular, obteniendo resultados concordantes

con lo anteriormente expuesto.
Guillery (1966, 1971) en estudios con el método de Golgi del

NGLd del gato y a diferencia de otros investigadores, clasificé las

neuronas en 3 clases.
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Las células de la clase 1 (grandes) tienen un pericarion cuyo
diametro oscila entre 25 y 40 pm, son multipolares, con un modelo de
ramificacién dendritica en penacho, como es caracteristico de las células
de relevo télamo-corticales (Ramén-Moliner, 1962). En el gato, las células
de esta clase son las mas abundantes y se encuentran fundamentalmente en

las laminas A y Al, donde tienden a ocupar los limites de dichas laminas.

Las células de la clase 2 <(medianas), descritas anteriormente
por Szentagothai (1963), también son de relevo geniculo-cortical y tienen
un pericarion de tamafic medio, con un diédmetro entre 15 y 30 pm. Estas
células son exclusivas de las laminas A y Al y se caracterizan porque sus
dendritas presentan agrupaciones de espinas bulbosas en las proximidades
del cuerpo celular, particularmente en los puntos de ramificacién de las

dendritas secundarias y terciarias.

Las neuronas més pequeflas son las de la clase 3, con un
diametro que varia entre 10 y 20 um. Se caracterizan por sus largos y
peciolados apéndices dendriticos, ademas de las espinas bulbosas y porque
su axon, que se ramifica en las proximidades del pericarion, es intrinseco;
es decir no sale del nucleo. Se trata por tanto de neuronas de Golgi

tipo II.

Kriebel (1975), al igual que Guillery, hace una clasificacién de
las neuronas del NGLd de la rata en 3 categorias basadas en localizacion,

modelo dendritico y organizacién de las ramificaciones dendriticas:

- Neuronas tipo 1.
- Neuronas tipo 2.

- Neurcnas tipo 3.

Las neurcnas de los tipos 1 y 2 son identificadas como de
relevo talamo-cortical, perc mientras que las de tipo 1 son méas abundantes
y se observan por todo el nicleo, las neuronas tipo 2 fueron encontradas

unicamente en la zona superficial del tercio medio (anterior a posterior).
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Las neuronas tipo 3 fueron encontradas en todas las regiones
del NGLd y se corresponden con las células de control intrinseco o

interneuronas observadas por otros autores.

En el NGLd del conejo, Caballero y cols. <(1986) mediante
estudios con el método de Golgi, establecieron igualmente una clasificacién
de las neuronas en tres tipos; dos de relevo (tipo 1 y tipo 2) y uno de

interneuronas (tipo 3).

Las neuronas de relevo télamo-cortical tipo 1 del Conejo se
corresponderian con el tipo 1 descrito por Kriebel (1875) en la rata; con
la clase 1 de Guillery (1966) en el gato; asi como con las neurcnas tipo 1
descritas por Campos-Ortega y cols. (1968) y Wong-Riley (1972) en prima-
tes. Estas células se distribuyen por las regiones intermedias y por las
més mediales del niucleo. Su pericarion es de forma apiramidada o més o
menos elipsoidal, con un didmetro mayor que oscila entre 30 y 35 um para
las apiramidadas, y alrededor de las 27 upm para elipsoidales. El1 diametro
menor para las apiramidadas varia entre 16 y 20 um, siendo éste alrededor
de 20 um en el caso de las elipticas. Los mayores tamafios se encuentran en

las regiones més mediales del nucleo (sector 3).

Con respecto al arbol dendritico, este se expande en un radio de
unas 135 um y siguiendo el modelo planar descrito por Ramén—-Moliner
(1962). Presenta 4 ¢ 5 dendritas principales de superficie generalmente
lisa, cada una de las cuales se ramifica en 3 6 4 dendritas de segundo
orden y de superficie rugosa, con apéndices aislados y cénicos o tallos
lobulados; cada dendrita de segundo orden diverge en 2 6 3 de tercer orden
que raramente sufren nuevas ramificaciones y que presentan apéndices

cénicos caracteristicos. El1 modelo de ramificacién dendritica es en
enacho" tipico de 1las neuronas de relevo télamo-corticales (Ramén-
' P

Moliner, 1962).

Las neurcnas tipo 2 descritas por Caballero y cols. (1986) en el

conejo, se corresponden con el tipo 2 de Kriebel (1975) en la rata; con la
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clase 2 de Guillery (1966) para el gato; asi como con el tipo Z descrito

por Campos—Ortega y cols. (1968) y Wong-Riley (1972) en los primates.

Se distribuyen fundamentalmente en las regiones externas del
sector o. Su pericarion tiene un diadmetro medioc que oscila alrededor de
las 22 pm. El arbol dendritico, que también se expande segin el modelo
planar, es mas profuso que el de las neuronas tipo 1, aunque su extension
es menor que el de éstas ultimas. Presenta 4 6 5 dendritas principales de
superficie lisa, que se ramifican en 2, 3 6 4 dendritas de segundo orden
que pueden o no ramificarse de nuevo. Lo més caracteristico de este tipo
neuronal son agrupam‘ientos de apéndices existentes en lugares préoximos a
los puntos de ramificaciéon de las dendritas y que tambbién se oObservan en
otros grupos de mamiferos. En el conejo, las neuronas tipo 2; que como ya
hemos mencionadec se distribuyen casl exclusivamente por las regiones mas
periféricas del niocleo; son menos abundantes que las tipo 1. Estos hechos
también han sido observados en la rata (Kriebel, 1973, 1975) y en el gato
(Guillery, 1966, 1971). Sin embargo en los primates, donde también se
pueden identificar los dos tipos de neuronas de relevo que hemos descrito
(Campos—Ortega y cols., 1968; Vong-Riley, 1972), Wong-Riley observan que el
tipo 2 es méas abundante que el tipo 1. A este respecto Kriebel (1975
apunta que el tipo 2 puede representar una neurona mas especializada que

la neurona tipo 1 y por esa razén en los primates es mas abundante.

Con respecto al significado de los distintos tipos de apéndices,
segun VWong-Riley (1972) vy Lund y Cunningham (1972) los apéndices
dendriticos aislados formados por un tallo lobulado en su extremo, perte-
necientes a las neurcnas tipo 1, constituirian los sitios de terminacién de
los axones de las células ganglionares de la retina; aunque también pueden
terminar estos axones en los agrupamientos varicosos que se encuentran,
fundamentalmente, préximos a los puntos de ramificacién de las dendritas
de dichas células. Los apéndices cénicos caracteristicos y especialmente
abundantes en los segmentos terminales de las dendritas de tercer orden,
constituirian los sitios de terminacién de las fibras de proyeccién

cértico-genicular (Guillery, 1969; Lund y Cunningham, 1972). Algo similar
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se observa en roedores (Kriebel, 1975), aunque en este caso se trata de

protusiones redondeadas y no de apéndices cénicos como en el conejo.

Los agrupamientos de apéndices de las células tipo 2, existentes
en lugares préximos a los puntos de ramificacién de las dendritas; carac-
teristicos de estas células en la mayoria de los mamiferos; constituyen los
elementos postsinapticos primarios de asociaciones sinapticas complejas
que por primera vez fueran descritas por Szentagothai (1963), quien debido
a su similitud con los complejos sinApticos cerebelares los denominé,
igualmente, glomérulos. Estos aspectos han sido confirmados posteriormente

por Guillery (1969) y Kriebel (1975).

Las neuronas tipo 3 reconocidas por Caballero y cols. (1986) en
el NGLd del conejo, tienen un pericarion esferoidal, de unas 18 um de
diadmetro, del que parten 6 u 8 dendritas principales de superficie lisa.
Estas dendritas se ramifican en 2 ¢ 3 de segundo orden, muy largas si no
estan ramificadas, que siguen un camino a veces tortuoso aunque
generalmente es recto. Las dendritas secundarias pueden ramificarse en
otras de tercer orden. El conjunto del &rbol dendritico se expande radial-
mente entre los 125 pm y los 160 um. Lo més caracteristico de este tipo
neuronal, son los relativamente grandes apéndices dendriticos y la forma

variada de estos, que muestran las dendritas de segundo y tercer orden.

En algunas neuronas tipo 3 se observa un segmento inicial
axonico comparable al de las neuronas tipa 1 y 2; si bien difiere del de

estas en que emerge de un tronco dendritico y no del pericarion.

Las neuronas del tipo 3, son comparables a las de la clase 3 de
Guillery (1966, 1971) en el gato; con el tipo 3 de Kriebel (1973, 1975) en
roedores; tipo 3 de Campos-Ortega y cols. (1968) y Wong-Riley (1972) en
primates; asi comoc con las células de la clase B de Grossman y cols.
(19735, células pseudcamacrinas de Rafols y Valverde (1973, tipo II de
Schober y Brauer (1973), Werner y Kriger (1973), Rios y cols. (1981), asi

como con las neuronas de Golgi tipo II observadas en otros nucleos
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talamicos por Morest (1964, 1971), Tombsl (1967), Ralston (1971),
Famiglietti y Peters (1872), etc.

No obstante, existen algunas discrepancias entre los distintos
autores. Asi, Grossman y cols. (1973) apuntan la posibilidad de que algunas
células de la clase B posean axén mielinizado y que incluso proyecten
fuera del NGLd. De la misma opinién son Caballero y cols. (1986), que
encuentran un segmento inicial axénico en algunas células del tipo 3, lo
cual sugiere que al menos algunas de estas neuronas poseen un axén
mielinizado que muy bien pudiera proyectar fuera del nacleo. Este hecho
también lo apuntan Meyer y Albus (1981), que identifican en la la&mina A
del NGLd del gato un tipo celular, que siendo muy similar a las neuronas
del tipo 3, proyecta sobre las areas 17 y 18 de la corteza. Por el
contrario, Lieberman (1973), en estudios de microscopia electrénica, al no
identificar en secciones seriadas de neuronas de la clase B un segmento
inicial axénico, admite que estas células puedan ser anaxénicas. Rafols y
Valverde (1873), debido a esta mnisma eventualidad denominan a estas

neuronas ceélulas pseudoamacrinas.

Otros autores, entre los que podemos citar a Hitchcock y Hickey
(1083), describen en la lamina C del NGLd del gato un tipo celular
perteneciénte a la clase 3 que presenta un procesc axénico que se ramifica
localmente en las proximidades de la célula. Todas estas circunstancias
sugieren la existencia de distintos tipos de neuronas de control
(interneuronas), en funcién de la morfologia axénica, como ya propusieron
O'Leary <(1940) y Tombsl (1969), entre otros y que ademds no todas las
neuronas identificadas como de la clase 3, sean interneuronas (Caballero y

cols., 1986).

Por otra parte, aunque en lineas generales hay acuerdo en cuanto
a distinguir en el NGLd de mamiferos los 3 tipos neuronales ya expuestos,
hay 1investigadores que observan una situacién mas compleja. Guillery
(15665 establece una cuarta clase, donde agrupa a células de caracte-

risticas intermedias gque no pueden incluirse en ninguno de los otros tres
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tipos antedichos y a los que, por otra parte, solé se ajustan satisfacto-
riamente el 60% de las neurcnas del NGLd. Famiglietti (1970) reconoce
incluso una quinta clase, constituida por células isodendriticas y cuyas
dendritas sobrepasan los limites laminares. Del mismo modo, Meyer y Albus
(1981) bhan identificado una gran variedad de subtipos celulares y
Hitchcock y Hickey (1983), utilizando el método de Golgi, registran cinco

clases de neuronas en la lamina C del NGLd del gato.

Los estudios fisiolégicos del NGLd de mamiferos, estan en

concordancia con lo establecido morfoléogicamente.

Xediante estimulaclién fética o blen mediante excitacién
electrica, las neuronas del NGLd se pueden clasificar en dos grupos:
células Principales (F) o células de relevo talamo-cortical y células I o
interneuronas <{Bishop y cols., 1953; Sakakura, 1968; Famiglietti y Peters,
1672; Cleland y cols., 1976; Ogawa y cols., 1981).

A su vez, las células Principales dependiendo del tipo de
respuesta que muestren ante la estimulacién eléctrica, se pueden dividir en
celulas P-réapidas o células Y, de excitacién répida y células P-lentas o
células X, de excitacién lenta (Fukuda y cols., 1973; Stone y Dreher, 1973;
Fukuda y Sugitani, 1974; Derrihgton y Fuchs, 1979; So y Shapley, 1979,
1981).

Algunos autores distinguen un tercer tipo de células Principales,
las células W, cuyo umbral de estimulacién es mas bajo que el de las
células X e Y. Estas células sélo han sido identificadas‘en las laminas C
y €1 del gato (VWilson y Stone, 1975; Wilson y cols., 1976; Stanford y
cols., 1981; Sur y cols., 1981; Sur y Sherman, 1982) y morfclégicamente se
corresponden con la clase 4 establecida por Guillery (1966) y que se

observa exclusivamente en estas laminas {(Hitchcock y cols., 19847,

Las celulas P-lentas y P-rapidas, se diferencian ademas en que

proyectan a lugares especificos de la corteza, tal y como muestran los
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trabajos de Stone y Dreher (1973), Fukuda y cols. (1973), y Meyer y Albus
(1981); aungue no existe acuerdo en cuanto a los resultados obtenidos por
estos investigadores en lo referente a los lugares de proyeccién. Ademas
hay evidencias de que las células P-lentas y P-rapidas reciben impulsos
desde ceélulas ganglionares diferentes <{(cuya existencia parece estar

demostrada’, que proyectarian sobre uno u otro tipo celular.

Un aspecto interesante es la correlacién entre los tipos de
células de relevo descritos morfolégicamente y los descritos desde el
punto de vista fisiolégico. Friedlander y cols. (1979a,b), concluyen que las
células tipo 2 descritas morfolégicamente pueden tener propiedades de
células-Y y de células-X, pero teniendo en cuenta que ninguna de ambas
funciones puede ser atribuida inequivocamente a este tipo celular. Si esto
es asi, las neuronas tipo 1 deben ser identificadas funcionalmente como
células que sélo responden de una manera, de forma lenta o de forma
répida, pero no de ambas. Para Stone y Dreher (1973) asi como para Fukuda
y cols. (1973), las células tipo 1 serian exclusivamente células F-lentas
(ceélulas-X>, mientras que para Meyer y Albus (1981), tales células serian
unicamente rapidas (células-Y). Independientemente de los matices que
introducen los distintos autores, resulta interesante que se pueda
establecer un paralelismo entre la morfologia y la funcién de los dos
tipos de células de relevo del NGLd, pudiendo explicarse la existencia de

ambos asi como que el tipo 2 sea mas evolucionado.

En cuanto a las células 1 o interneuronas, éstas han sido iden-
tificadas electrofisiolégicamente por varios autores (Burke y Sefton, 1966;
Noda e Iwama, 1967; Fukuda e Iwama, 1971; Sefton y Bruce, 1971). lLa funcién
de las interneuronas es regular la actividad del nicleo, inhibiendo a las

células de relevo cuando se produce una sobrecarga de estimulacién.

Se han propuesto dos modelos mediante los cuales las células-1
pueden ejercer su funcién de control. Uno de ellos es del tipo "feed-back",
en el que las celulas de relevo emiten colaterales que sinaptan con las

células-1, las cuales a su vez inhiben a las primeras (Fuster y cols.,
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1965; Lo, 1981). Este modelo ha sido demostrado en el complejo ventro-
basal del gato (Andersen y cols., 1964). El otro modelo que se propone es
del tipo “"feed-forward" en el que la inhibicién ejercida sobre las neuronas
de relevo esta mediada por interneuronas que son excitadas monosinaptica-
mente por células ganglionares de la retina (Famiglietti y Peters, 1972;

Dubin y Cleland, 1977; Ahlsen y Lindstrém, 1978; Lindstrém, 1982).

En cuanto a los aspectos cuantitativos y citomorfométricos;
ya se ha dicho que dentro de las neuronas de relevo, el tipo 1 es mas
abundante en los grupos de mamiferos menos evolucionados y a partir de
primates es el tipo 2 el que predomina (Vong-Riley, 1972; Kriebel, 1975;
Caballero y cols., 1986). Por otra parte, las neuronas de relevo son mas
abundantes que las interneuronas. Madarasz (1976), determina en el NGL del
gato, los siguientes porcentajes: células de relevo 66,2%; neurcnas Golgi

tipo 11 29,7%; celulas no identificadas 4,1%.

Lin y cols. (1977) estiman, mediante la utilizacién de
peroxidasa de rabano inyectada masivamente en el cértex visual, que el
porcentaje de neuronas no marcadas, que légicamente han de ser
interneuronas, en el NGLd es sélo del 10%. Le Vay y Ferster (1979),
mediante este mismo procedimiento estiman sin embargo que el tanto por
ciento de interneuronas es del 25%; para Geisert (1980) las interneuronas
constituyen el 20% del total de las neuronas del NGLd del gato, y Weber y
Kalil (1983), en estudios realizados en la lémina A del NGLdA del gato,
estiman que las interneuronas suponen el 22% del total de las neuronas de

esta 1am1né.

Fitzpatrick y «cols. (1982), inmunoquimicamente, obtienen
resultados similares a los de estos ultimos autores, encontrando en la
lamina A del NGLd del gato, una poblacién acido decarboxiglutéamico
positivo (GAB+), que constituye entre un 19% y un 26% del total. Este autor
examina también el &area media de los somas de las células GAB+ y GAB-,

encontrando que las primeras tienen una seccién media de 142 um® frente a
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las 273 um® de las GAB-. E1 GAB es un compuesto intermediario, importante

en la sintesis del acido y-aminobutirico.

Dentro de este tipo de estudios Werner obtiene resultados que
difieren de los anteriores (Werner y cols., 1984; Verner y Vilke, 198%5).
Con la técnica de Nissl, esta autora caracteriza a las neuronas de relevo y
a las interneuronas basandose fundamentalmente en las diferencias del
citoplasma. Segun Werner, el citoplasma de las neuronas de relevo es mas
amplio y estéd ocupado por muchos grumos de Nissl, que le dan una "textura
grosera"; las interneuronas por el contrario, presentan un citoplasma
escaso y sin apenas grumos de Nissl, por lo que presentan una "textura
fina". Posteriormente, utilizando también el proceder de Nissl, encuentra
que el tanto por ciento de interneuronas en el sector o del NGLA de
roedores es del 36%, aunque en el caso de animales albinos, este porcentaje
se reduce hasta situarse en el 8%. También expone esta autora que, aunque
el sector o del NGLd de los roedores y de otros mamiferos presente una
apariencia homogénea, cuando se aplican métodos estadisticos es posi‘ble

distinguir varias zonas de densidad celular diferente.

En esta linea est4 el objeto de nuestra Tesis y una vez
reconstruida el NGLd del conejo, hemos estudiado la densidad neuronal en
distintos sectores, profundizando por dltimo en aspectos morfométricos de
las células que constituyen el sector &E, ya que el sector [3 se encuentra
inmerso en otra probleméatica y el secter <x: sé6lo representaria una
ampliacién del proceso empleado. Con todo, en los estudios generales’
obtendremos los valores basicos paré todo el nocleo, ya que es necesarlo

para la delimitacién exacta del sector oxe.
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1. MATERIAL DE ESTUDIQO UTILIZADO Y PROCEDERES TECNICOS SEGUIDPOS PARA LA

Para este trabajo se han utilizado conejos, cruce de raza cali-
forniana con neozelandesa. El peso de los ejemplares era de alrededor de

3 Kg., peso que alcanzan los animales hacia los cuatro meses de edad.

El proceder técnico seguido hasta la consecucién de las
secciones histolégicas seriadas del NGLd, sobre las que se efectuaron las

medidas requeridas para nuestro estudio, fue como se describe seguidamente.

1.1. Perfusioén.

Los animales fueron perfundidos via carotidea. Previamente se
les administré por via intravenosa (a través de la vena marginal de la
oreja’ 1 c.c. de heparina al 5% <(anticoagulante) y 2 c.c. de dihidroer-

gotoxina mesilato (vasodilatador).

Después de dejar transcurrir 5 minutos, los animales fueron
anestesiados con una soluclén de uretano al 20% en agua destilada,

utilizando 6 c.c. de dicha solucién por Kg. de peso corporal.

A continuacién se procedié a la perfusién haciendo pasar, en
primer lugar, de 300 c.c. a 400 c.c. de una solucién lavadora, seguidos de
400 c.c a 500 c.c. del fijador adecuado. El flujo de perfusién, regulable
par un sistema de goteo, fue de 60 gotas por minuto; la presién de
perfusién, contrclada en todo momento mediante un manémetroc acoplado al
sistema, se mantuvo entre 90 mm. Hg. y 100 mm. Hg. Los 1liquidos se

perfundieron a una temperatura de 37°C.

Tanto la solucién lavadora como los fijadores utilizados durante

la perfusién y posterior fijacion, fueron diferentes en funcién de que el
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material se procesara segin el método de Kliver—Barrera (Kluver y Barrera,

1983) o el metodo de Golgi en su variante Golgi-Adams (Adams, 1979).

Con el meéetodo de Kluver-Barrera la solucién lavadora empleada
tue solucién salina al 0,9%. El fijador que se utilizdé durante la perfusién

fue formol salino al 10%.

Para el método de Golgi-Adams se perfundié, en primer lugar, con
una solucién salina (0,9% de ClNa) al 0,5% de nitrito sédico (NaNO=z); como
fijador, se utilizé formol salino al 10% y posteriormente se perfundié un
mordiente compuesto por una mezcla de formol-dicromato potésico-hidrato

de cloral.

El material procesado mediante el método de Golgi-Adams, se
utilizé para realizar estudios prospectivos, fundamentalmente encaminados a
determinar la orientacién preferente de las células. Mediante el material
procesado con el método de Kluver-Barrera se realizaron las reconstruccio-
nes graficas del NGL, asi como los estudios cuantitativos y citomorfomé-

tricos.

Las piezas de material utilizadas para las reconstrucciones gra-
ficas, fueron marcadas convenientemente para garantizar la correcta orien-
tacién de los cortes. Para ello se utilizd "catgut"h; con é1 se atravesd cada
pleza de material, perpendicularmente al planc de seccién, en dos lugares
distintos; de este modoc se disponia en cada corte de dos marcadores

externos, junto con las referencias internas propias del material.

Finalizada la perfusioén, se extrajeron los encéfalos y de ellos
se disecdé el diencéfalo, del que se aislé en un blocque la porcién que
contenia los Nuacleos Geniculados Laterales. Tras lavar las piezas de

material con solucién salina se procedié a procesarlos.




1.2.1. Fijacién._

Para fijar el material que iba a ser procesado por este método

se utilizaron tres fijadores distintos, segun el siguiente protocolo:

1) Formol salino al 10%, durante seis horas.
2) AF.A. (Alcohol-Formol-Acético), durante seis horas.
3) CARNQOY (Alcohol-Cloroformo-Acético), durante cuarenta y ocho

horas.

La solucién fijadora de Carnoy se cambié por otra recién hecha

cada doce horas.
La preparacién y composicién de las distintas soluciones

utilizadas durante la perfusién y posterior fijacién se detallan a

continuacién.

- ClNa ...vvevivnnne. 9 gr.

- Completar hasta 1 litro con formol al 10%.

El formol al 10% se prepara a partir de formol comercial (40%),

y antes de su utilizacién se neutraliza con carbonato magnésico (MgCO=).

El PH del fijador debe estar comprendido entre 6 y 8.

AF.A.
- Formol 40%) ........... 5%
- Acido acético .......... 5%
- Etanol 70° ... ... . ... Q0%




CARNQY
- Etanol 100° ...... [T 60%
- Cloroformo ............ 30%
~ Acido acético ......... 10%

1.2.2. Inclusién._

Una vez finalizada la fijacién se procedié al lavado de los

blogues de tejido cerebral, durante 3 horas, en una solucién saturada de

carbonato célcico en alcchol absoluto. Este lavado constituye un paso

previo a la inclusién y tiene como objeto eliminar la acidez producida por

las soluciones fijadoras en el tejido.

La

inclusién de los bloques cerebrales, llevada a cabo en

paraplast, siguié el programa que detallamos a continuacién:

1

2

3

4)

Tres pasos consecutivos por etanol 100°, de seis horas cada

una.

Un paso por una mezcla de etanol 100°-benzol (1:1, v/v)

durante una hara.

Tres pasdé.consecutivos por benzol, de dos horas cada uno de
ellos. El tercer paso se inicia a temperatura ambiente,
introduciendo el frasco en el que se realiza en una estufa a
59“dee forma que el tejido va alcanzando gradualmente dicha
temperatura; con ello se evita que sufra dafios por efecto de

un cambic brusco de temperatura.

Un paso en vuna mezcla de benzol-paraplast (1:1, v/v) a

temperatura de 59°C, durante dos horas.
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5) Tres pasos en paraplast a 59°C, durante doce horas cada uno.

6) Finalmente se incluye el tejido, dejando enfriar el paraplast,
y se procede a la confeccién del blogue. Es muy importante,
en el momento de la inclusién, que el bloque del material

quede perfectamente orientado.

1.2.3. Corte._

Despues de pegar los bloques de paraplast a pequefios tacos de
madera y una vez tallado un tronco de piramide de base trapezoidal, se
procedia a la consecucién seriada de cortes histolégicos de 15 um en un

microtomo de parafina.

De los diez bloques de material que se utilizaron para el método
de Kluver—-Barrera, cuatro fueron seccionados horizontalmente, tres frontal-

mente y los tres restantes se cortaron en secciones sagitales.

. Los cortes se iban depositando ordenadamente en un bafio a 45°C
para su estiramientoc y a continuacién se “pescaban" mediante portaobjetos
y con la ayuda de un pincel. Previamente sobre los portaobjetos se depo-
sitaba una gota de albumina glwicerinada de Mayer que, una vez extendida

suficientemente, aseguraba la buena adhesién de los cortes.

Asimismo, en los portaobjetos, se iba anotando con una punta de
diamante el nuimero de orden correspondiente, que permitia la correcta
ordenacién de los mismos.

1.2.4. Tincién._

La desparafinacién, la tincién y el tratamiento ulterior de los

cortes montados en portaobjetos, se llevé a cabo en canastillas de vidrio,




provistas de ranuras laterales que sostienen en posicién vertical, varias
preparaciones a la vez, y gue se pueden introducir en cristalizadores de
Schiefferdecker; cada una de las soluciones necesarias para el procesc de
tincién se colocé en uno de estos cristalizadores y se procedié a tefiir "en

bateria".

El proceso de tincién y las soluciones colorantes se

especifican a continuacién.

1.2.4.a, Scluciones colorantes._

Solucién A.
- Luxol Fast Blue .......... 1 gr.
- Etanol 95° ............ 1.000 c.c.
~ Acido acético al 10% ...... 5 c.c.
Mezclar y filtrar.
Solucion B
- Cresil-violeta ............ 1 gr.
- Agua destilada ........ 1.000 c.c.

Justamente antes de usar afiadir 5 gotas de acido acético al 10%

por cada 30 c.c. de solucién y filtrar.

1.2.4.b. Proceso de tincién._

1) Desparafinar los cortes.
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2)

33

4)

5

&)

7>

8>

S

100

1D

125

13

145

Inmersién de los cortes en etanol 100° y seguidamente en

etanol 65° durante 10 6 15 minutos.
Tefiir durante 16 a 24 horas en la solucidén A, a 57°C.

Sumergir los cortes en etanol 95° y quitar el exceso de

colarante.
Aclarar en agua destilada.

Comenzar la diferenciacién con réapida inmersién en una

solucion de carbonato de litio al 0,05%.

Continuar la diferenciacién en etanol 70° hasta que se puedan

distinguir la sustancia gris y blanca.

Lavar en agua destilada.

Terminar 1la diferenciacién aclarando brevemente en la
solucién de carbonato de litio y entonces pasar por varios
cambios de etancl 70° hasta que el azul verdoso de la
sustancia blanca contraste netamente con la sustancia gris
incolora.

Aclarar rapidamente en agua destilada.

Mantener las preparaciones sumergidas durante 6 minutos en

la solucién B.
Diferenciar en etanol de ©5°. Dar varios cambios.
Deshidratar en etanol absoluto. Dar al menos dos cambios.

Aclarar en xilol, dando al menos dos cambios y montar.
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Mediante esta técnica se obtiene una coloracién muy limpia de
las vainas de mielina en azul o azul verde, debida al luxol fast blue. El
nucleo 'y los grumos de Nissl de las células nerviosas quedan tefiidas en

violeta por el cresil-violeta.

1.3. Meétodo de Golgi-Adams (Adams, 1979),

Durante la perfusién se utilizaron 300 c.c de la siguiente

solucién lavadora:

- NalNDz .....ocovvnin. 5 gr.

- Completar hasta 1 litro con soluciéon salina al 0,9%.

A4 continuacién, como ya se ha dicho, se perfundié formol salino
al 10% y posteriormente un mordiente compuesto por formol, dicromato pota-

sico e hidrato de cloral.

Después de la perfusién se extrajeron los encéfalos y se diseco
el diencéfalo, el cual se dividié sagitalmente en dos partes; de cada una

de estas partes se aislé una pieza que contenia al geniculado lateral.

1.3.1. Fijaciéen._

Las piezas de material obtenidas permanecieron durante tres dias
en la oscuridad, en una mezcla de formol-dicromato potasico-hidrato de
cloral, de similares caracteristicas a la que previamente se habia
utilizado para la segunda parte de la perfusién. El modo de preparar la

mezcla es el siguiente:

- Hidrato de cloral ........ 50 gr.
- Dicromato potasico ....... 50 gr.
- Agua destilada .......... 800 c.c.
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Cuando esta solucién esté hecha, se afiaden 100 c.c. de formol

camercial y se completa el volumen hasta 1.000 c.c.

La solucién fijadora se cambié por otra a las 24 horas. La solu-

cién sustituyente tenia un dia de antigiedad y fue filtrada antes de usar.

1.3.2. Impregnacién._

Se realizé en una solucién de nitrato de plata al 1%, durante
tres dias y en la oscuridad. Previamente a la impregnacién las piezas de

material se lavaron durante unos minutos en una solucién de nitrato de

plata al 1%.

1.3.3. Inclusién y corte._

Posteriormente a la impregnacién las piezas se lavaron durante
media hora en agua destilada; después se procedié a una deshidratacién
superficial en etanol 95° durante diez minutos y a continuacién las piezas

se encastraron superficialmente en paraplast. Los bloques de paraplast
obtenidos se cortaron con un microtomo de deslizamiento a 60 um. De los

tres bloques utilizados, uno se corté transversalmente, otro horizontal-

mente y el tercero sagitalmente.

1.3.4. Deshidratacién y montaje._

Las secciones de 60 um se recogieron ordenadamente en pocillos
individuales numerados, que contenian etanol 95°. Se caompletd la deshidra-
tacién sumergiendo los cortes en nuevos pocillos con etanol 95° y par
Gltimo con etanol 100°. Previo paso por xilol y aclarado en carboxilol, se
montaron con cubreabjetos utilizando un medio de secado rapido ("Entellan®

de Merck).

_67_



2. CALCULO DE LA RETRACCION ORIGINADA POR EL PROCEDER TECNICO.




2. CALCULO DE LA RETRACCION ORIGINADA POR EL PROCEDER TECNICO

La fijaciéon y demés procederes técnicos seguidos para la
obtencion de cortes histologicos producen, indudablemente, una retracciéon
del tejido (Stowell, 1941), esto es, una disminucién en las dimensiones de
los componentes tisulares, debida principalmente a la extraccién de agua

del tejido por parte de los diversos productos en los que es incluida.

La determinacién del valor de dicha retraccién es conveniente
cuando se establecen determinaciones cuantitativas, ya que éstas se veran
sensiblemente &afectadas por la retraccién, es decir, las medidas que
efectuamos sobre el tejido retraido seran inferiores a su valor real en el

tejido del organismo vivo.

Evidentemente, el valor de 1la retraccién es variable y depen-
diente de la técnica empleada para procesar el material. En efecto, los
diversos fijadores, los diferentes tipos de inclusién y las mualtiples
soluciones tintoriales actuan de forma diferente sobre el tejido. Por tanto,
se nos plantea el problema de conocer qué retraccién se produce concreta-
mente en nuestro material, cuando se somete al proceso tecnico descrito

con anterioridad.

Para 1la determinacién de la retraccién tisular en nuestro
material, procesado con la técnica de Kluver—-Barrera, nos hemos apoyado en
el método propuesto por Navascués y cols. (1979). Este autor demuestra gque
la retraccién cerebral por causa de los procederes técnicos sigue unos

patrones regulares y aplica para el calculo de dicha retraccién la formula

Rv = 100 x [ 1 - (S= / 8% ]
en donde
kv = Retraccion en vaolumen.
Sz = Longitud, area o volumen final {(después de realizados los
procederes técnicos).

S1 = Longitud, area o volumen inicial (en el tejido “en fresco™).
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La pauta seguida para la determinacién de la retraccién en

volumen de nuestro material, se resume a continuacién:

1) Extraccién del enceéfalo.

2)

37

4)

5)

Obtencién del bloque correspondiente al diencéfalo.

Fotografiar el plano de seccién anterior y calcular su

superficie (81).

Realizacién de todos los procederes técnicos histolégicos y

determinar la superficie del primer corte obtenido (S=).

Aplicar la férmula de Navascués y cols. (1979), que nos
ofrece la retraccién en volumen, expresada en tanto por

ciento del volumen inicial en el blogque no retraido.
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3. TECNICA DE OBTENCION DE DIBUJOS PARA DETERMINACIONES VOLUMETRICAS Y
RECONSTRUCCIONES.

Una vez concluidos los quehaceres técnicos, de las series de
material correspondientes a los nucleos geniculados laterales procesados
con el método de Kluver-Barrera, fueron selecciona_das las muestras sobre
las que se obtuvieron los dibujos en los que se realizaron las determi-

naciones volumétricas y las reconstrucciones.

De cada uno de los cortes seleccionados ademas de trazar el
contorno del NGL, se dibujé también el del diencéfalo, los marcadores
externos introducidos previamente en el material y algunos detalles anato-
micos tales como el perfil del tercer ventriculo y las columnas anteriores
del fornix; de este modo se conseguia que los cortes estuviesen alineados
unos con respecto a otros, lo cual resultaba imprescindible para la doble
finalidad de los dibujos: obtencién de la reconstruccién tridimensional del
NGL y delimitacién de zonas de estudio en los cortes integrantes de las

series.

Los dibujos se realizaron en papel vegetal mediante una céamara
clara y utilizando el objetive 1X. En primer lugar, se trazan en una serie
de hojas de papel vegetal los ejes ortogonales de los que nos vamos a
servir para la alineacison de 1os cortes; de los tres pares de ejes artogo-
nales que vamos a dibujar en cada hoja, uno de ellos nos servira para
-encuadrar el perfil del diencéfaloc mientras que los oiros dos pares

encuadraran, cada unc de ellos, un NGL (ver figura III-1).

En el casoc de gue nos interese solamente la reconstrucciéon de
un NGL (izquierdo o derecho), obviamente, bastarad con dos ejes, uno para el

diencéfaloc y otro para el NGL en cuestién.
Seguidamente, se fija una de estas hojas con los ejes ortogo-

nales trazados en el tablero de dibujo, de modo que nos sirva de referencia

para dibujar todos los cortes. Una vez realizada esta operacion, mediante
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Figura IIl-1._ Dibujo de una seccion frontzl del diencéfaloc de conejo
realizada a nivel del complejo nuclear del NGL, empleado para la
cbtencién de medidas y reconstrucciones tridimensionazles. Concre-
tamente, corresponde a la seccisén namero (N2) 106 del diencefalo del
conejo nomero uno de los cortados frontalmente (Cl-F) y que dista
1590 pm (2> del corte en el que aparece por primera vez un perfil
del NGLd. (Scbre los ejes de abscisas se sefiala la longitud de

referencia: 1000 um).



C1-F

N' 108

Z:1590pm

FIGURA III-]




la cémara clara, se proyecta el primer corte de la muestra en el que
aparece NGL y se encuadra con respecto al sistema de ejes de coordenadas
de la hoja de referencia. El paso siguiente es fijar una segunda hoja, con
los ejes trazados, sobre la primera haciendo coincidir los ejes de ambas;
entonces se procede a dibujar el corte incluyendo el perfil del diencéfalo,
el de los nicleos geniculados laterales, los marcadores, asi como los
detalles anatémicos que nos sean de utilidad para la correcta alineacién de
los cortes (tercer ventriculo y columnas anteriores del férnix). Una vez
realizada esta operacién, se proyecta el siguiente corte y se hace coinci-
dir lo mejor posible con el dibujo que acabamos de confeccionar del corte
anterior, para ellc se hacen coincidir los dos marcadores externaos, asi
como los demés detalles dibujados, de modo que los contornos se ajusten lo
mejor posible. A continuacién se retira la hoja sobre la que acabamos de
dibujar, colocamos otra haciendo coincidir sus ejes con los de la hoja de
referencia y dibujamos el contorno de este nuevo corte. Esta operacion se

repite con todos los cortes que comprenden la muestra.

En cada dibujo se consigna la identificacién del conejo de que
se trate y si pertenece al NGL derecho o izquierdo, el numero de orden-
dentro del total de los cortes que componen la serie, la distancia en
micras al primer corte de la serie y, por ultimo, los aumentos a los que
ge ha obtenido, que vienen simbolizados por un segmento del eje de
abscisas que representa una longitud de 10® um. El resultado final se

muestra en la figura III-1.

- Mediante una ampliacién fotografica de los dibujos que acabamos
de describir se han realizado otros en los que se delimitaron los sectores
o:vE, <1, ¥ 3 del NGLd <(Holcombe y Guillery, 1984) y sobre los que se
sefialaron las zonas superior (S), media (M) e inferior (D), en que fue

dividido dicho nucleo para su estudioc.
Una vez obtenidos, a partir de las ampliaciones fotograficas,

los nuevos dibujos de los cortes de la muestra, mediante la cémara clara y

un objetivo 2,5X, se procedié a proyectar sobre el tablero de dibujo los
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cortes a los que pertenecian. Para esta operacién se ajustaba la camara
clara de modo que la imagen proyectada coincidiera con el dibujo ampliado

correspondiente.

Después de realizar todos los ajustes para que los dibujos
ampliados coincidieran con las respectivas proyecciones, se procedié a
delimitar en cada uno de ellos, los sectares oxe, o1 y 3. El resultado

final de este segundo tipo de dibujos se muestra en la figura III-2.

Tras la obtencién de los dibujos, el paso siguiente fue la
delimitacién de las zonas de estudio, el célculo de volumenes y la recons-

truccitén tridimensional.
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Figura I11-2._ Dibujo <del complejo nuclear del NGL de conejo,
obtenido mediante zwpliacion. En el se han delimitado los perfiles
correspondientes al nuocleo geniculado lateral dorsal (NGLd), nucleo
geniculado lateral ventral (NGLv), asi como los sectores ox externo
(xe), o interno (ox:) v J3 del NGLd. Mediante estos dibujos se
procedic a la delimitacién de las =zonas de estudio, calculo de
volimenes y reconstruccisén tridimensional. (Sobre el eje de absclsas
se sefiala la longitud de referencia: 1000 um). D = dorsal; V =

ventral; M = mediai; L = lateral.



1000 pm X

FIGURA III-Z




4. DELIMITACION DE LAS ZONAS DE ESTUDIO.




Para llevar a cabo valoraciones de tipo cuantitativo es preciso,
en primer lugar, obtener una clara imagen cualitativa «Haug, 1972). Es
decir, toda determinacién cuantitativa conlleva un paso previo e imprescin-
dible, como es la delimitacién precisa de la zona que vamos a valorar; en

nuestro caso el NGLd del conejo.

Para ello, antes de efectuar las 'valoraciones cuantitativas,
hemos procedido a un detallado estudio de los caracteres morfologicos del
NGLd del conejo, tal como aparecen en las preparaciones de Kliuver—Barrera,
Este analisis morfolégico nos permitié con posterioridad, una exacta deli-
mitacién topografica de los sectores oxe, o1 y 3 de Holcombe y Guillery

(1984).

En otro orden de cosas, cuando se realizan determinaciones
cuantitativas en una estructura muy voluminosa, a no ser que se trabaje
con una programacién conveniente, sera imposible conocer el grado de
homogeneidad © heterogeneidad dentro de la misma; es decir, no podremos
conocer si en las diferentes regiones de la estructura estudiada las
medidas se mantienen constantes y coinciden con las determinaciones

totales.

Atendiendo a estas consideraciones hemos estimado conveniente
subdividir los sectores mayoritarios del nicleo, <xe y <1, en varias zonas
de estudio, en cada una de las cuales se realizaran, por separado, las

determinacicnes volumétricas y la densidad neuronal.
La subdivisién por zonas se mantuvo igualmente en el estudio
pormenorizado de una serie de parametros de las neuronas, que COn poste-

rioridad a las determinaciones densitométiricas se realizé en el sector «xe.

Como ya hemos mencionado, el primer paso en la delimitacién de

las zonas de estudio, fue el analisis morfolégico del nucleo, de manera que
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quedaran perfectamente delimitados los sectores «xe, <1 y 3. La situacién
topogratfica de estos sectores es descrita e ilustrada convenientemente en

el apartado correspondiente del capitulo de Observaciones y Resultados.

A continuacién, después de obtener los dibujos correspondientes,
mediante el método descrito en el apartado 2 de esta misma seccién, se
procedié a delimitar las zonas de estudio en los sectores o—xe y oxi; el
sector f3, de menor extensién, fue estudiado en su conjunto. El criterio
utilizado para la delimitacién de zonas de estudio en el sector o, fue el
de dividir la proyeccién de dicho sector en el eje Y en tres partes iguales
mediante dos planos perpendiculares. De este modo se distinguieron las

zonas superior (S), media (M) e inferior (I) (figura III-3).

Légicamente el procedimiento a segulr para efectuar la divisién,
introducia una serie de modificaciones dependiendo de la orientacién del

corte.

Para los nicleos geniculados laterales dorsales seccionados
Jhorizontalmente la subdivisién resulté muy simple. Tan sélo era necesario
dividir el total de los cortes que integran el NGLd (n), en tres lotes
iguales, de modo que correspondan a cada uno de ellos n/3 cortes. Cada
lote constituird una zona de estudic; asi el lote dorsal corresponderad a la
zoha superior, el lote intermedic a la zona media y el ventral a la

inferior.

Para los nuacleos que fueron seccionados frontal o sagitalmente,
era necesario obtener, en primer lugar, la representacién grafica resultan-
te del apilamiento de los cortes consecutivos, unos sobre otros, lo cual se
lograba a través de los dibujos tipo 2. Seguidamente, a partir de la repre-
sentacién grafica en el plano correspondiente, se obtenia la proyeccién del
nicleo en el eje Y, que se dividia en tres partes iguales mediante dos
perpendiculares, que postericrmente se utilizaban para delimitar por super-—
posicién el éarea correspondiente a cada zona de estudio en cada dibujo

particular (figura I1I-4D.
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Figura 1II-3._ Dibujo en el que se representa graficamente el
criteric utilizado para la delimitacién de las zonas de estudio en el
sector <X del NGLA de conejo. Dicho criteric fue el de dividir este
sector en tres partes iguales mediante dos planos perpendiculares al

eje dorso-ventral del nocleo. De este modo se distinguieron las

zonas superior, media e inferior.



ZONA SUPERIOR

ZONA MEDIA

ZONA INFERIOR

FIGURA III-3




Figura III-4._ En esta figura se muestra el procedimiento seguido
para la delimitacién de ias zonas de estudio <(superior, media e
inferior> en los nucleos que fueron Secclonados frontalmente. En
primer lugar, se obtenian los dibujos correspondientes a cada una de
las secciones del NGLd utilizadas en el proceso {(a). A continuvacién,
una vez obtenida la representacion grafica resultante del apila-
miento de los cortes; a partir de sus correspondientes dibujos; ésta
se proyectaba en el eje Y, y se dividia en tres partes iguales
mediante dos lineas perpendiculares a dicho eje (b), que
posteriormente se utilizaban para delimitar por superposicién, el
area correspondiente a cada zona de estudio en cada uno de los
dibujos <(c). En el caso de nucleos seccionados sagitalmente se

procedié de igual manera.



Y Y Y
0 S 0 X 0
Y
100A SUPERIOR {S)
10KA MEDIA [N
TONA INFERIOR 1)
0 X
Y Y Y
0 P ' 1 0
FIGURA 1I11-4




En resumen, mediante el procedimiento expuesto se han delimitado

a partir de cada NGLd las siguientes zonas de estudio:

Zona 1 : Sector oxe superior.
Zona 2 : Sector e media.
Zona 3 : Sector «—xe inferior.
Zona 4 : Sector o superior.
Zona 5 : Sector o media.
Zona 6 : Sector ox: inferior.
Zona 7 ; Sector 3.
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5. RECONSTRUCCION TRIDIMENSIONAL GRAFICA DEL NGI

La reconstruccién tridimensicnal grafica proporciona una imagen
bidimensional con perspectiva de la estructura, en este caso el NGL. Dicha
reconstruccién ha sido realizada mediante el empleo del programa de
reconstruccién "3D" facilitado por la casa Kontron y ejecutado en un anali-

zador de imagenes IBAS-Kontron.

La base de este programa radica en el almacenamiento en un
fichero de las coordenadas (X,Y) de los puntos que constituyen los
contornos de los dibujos. A tal fin, los dibujos son colocados sobre el
tablero digitalizador del analizador de imaAgenes y repasado con una pluma

eléctrica conectada a la unidad central del apafato.

Mediante un proceso de digitalizacién de impulsos eléctricos,
generados por la pluma al contactar con los nudos del sistema de circuitos
impresos del tablero digitalizador, se obtienen dichas coordenadas. Junto a

ellas también se archiva el valor Z correspondiente a cada dibujo.

El registro de las coordenadas se lleva a cabo en las unidades
de trabajo del usuario (en nuestro caso micras), tras el célculo del
correspondiente factor de escala al introducir el valor de la longitud de
referencia y marcar ésta sobre el tablero digitalizador. Con esta opera-
cidén, simultaneamente, se proporciona el sistema de referencia para dichas
cocrdenadas vy, aungue cabe la posibilidad de volver a fijar para cada
dibujo la posicién en el tablero de tal sistema (definida por el origen y
direccién del eje de abscisas), la tarea se agiliza si sélo se establece
una oOnica vez, al principio, sobre una hoja de papel en 1la que estén
trazados los ejes ortogonales y que se mantiene fijada al tableroc durante
todo el tiempo que dure la labor de contorneadn de los dibujos, cuyos ejes

de coordenadas X, Y se haran coincidir con los de dicho papel.

Otro de los aspectos a tener en cuenta a la hora de ejecutar

este programa, e€s el nimero de dibujos a emplear para obtener una recons-—
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truccién que sea lo mas veraz posible, pero no demasiado cuantiosa en lo
que se refiere al tiempo invertido en su realizacién. Este numero dependera
de las irregularidades de la estructura a reconstruir a lo largo de eje Z,
si éstas son numerpsas, sera necesario emplear muchos cortes, si por el
contrario, la estructura es poco “accidentada", bastarén pocos cortes para

obtener una reconstruccién tridimensional que se ajuste a la realidad.

En nuestro caso, hemos observado que con un 20%-25% de los
cortes (de 15 pm de grosor), entresacados del total de los mismos a
intervalos regulares, es suficiente para obtener reconstrucciones

satisfactorias.

El procedimiento consiste esencialmente en ir colocando uno a
uno los dibujos de los cortes sobre el tablero digitalizador y repasar los
contornos de éstos con la pluma eléctrica, previa introduccién para cada
corte de su distancia (valor 2Z) al corte anterior en la serie. Una vez
concluida esta operacién y dada la orden de almacenamiento final de los
datos en un fichero abierto en un disco, se procede a la reconstruccién

propiamente dicha.

La representacién grafica (en la pantalla del monitor o en papel
a través de la impresora) de las coordenadas de los puntos archivados, nos
muestra la estructura sin ninguna perspectiva, con los cortes superpuestos
unos encima de otros, apareciendo como corte mas préoximo al observador el
primero que fue digitalizado. Obviamente, esta representacién carece de
interés, pues se obtendria la misma informacién dibujando por transparen-
cia todos los cortes en una misma hoja de papel y utilizando los mismos
ejes ortogonales. Por ello, es necesario recurrir a la "rotacién" de la
estructura, conseguida mediante un subprograma que se incluye en el pro-
grama general de reconstruccién 3D; la ejecucién de este subprograma
permite rotar uno a uno los cortes segin tres angulos principales de giro
que se aplican consecutivamente, de manera que cada uno de ellos actoa

sobre la imagen rotada por el anterior.
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Estos tres giros se realizan:

Giro 1: Segin un eje perpendicular a la pantalla del monitor
(eje Z) y que decide qué lado de la estructura aparecera

en primer plano.

Giro 2z: Alrededor del eje horizontal de la pantalla (eje X) y
que tiene como resultado el levantamiento de la

estructura.

Giro 3: Segun un eje perpendicular a la pantalla del monitor
(eje 7). Sbloc cambia la orientacién de la estructura en

el plano de la pantalla sin modificar el punto de vista.

Existe un cuarto &ngulo de giro, alrededor del eje Y, que permite
visvalizar las estructuras, una vez rotadas segin los &angulos anteriores,

por uno de sus lados (derechc o izquierdo).

Una vez aplicados estos giros y considerada satisfactoria la
representacién resultante hay que proceder a borrar agquellas lineas de los
dibujos que por su posicién quedarian ocultas al observador. El subprogra-
ma que lleva a cabo esta operacién compara las coordenadas correspondien-
tes a cada punto del conteorno de los distintos dibujos, con las de los

puntos de los contornos de cortes anteriores en la serie.

El dltimo paso consiste en la impfesién scbre papel de la figura

resultante de todo el proceso de reconstrucciémn.
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6. CALCULO DE VOLUMENES,

En nuestro estudioc hemos realizado el calculo de volamenes
correspondiente a las distintas zonas segin el programa que se detalla a

continuacién.

6.1. Eleccion de la muestra.

Del total de secciones obtenidas a partir de cada NGLd
proceszado con el método de Kliver-Barrera, fue seleccionada una muestra de
la que se obtuvieron los correspondientes dibujos sobre los que efectuar
las medidas conducentes a la determinacién de volumenes, asi como a la

reconstruccién tridimensional.

Para la eleccién de la muestra, que segin nuestras cbservaciones
preliminares habria de incluir el 20% del total de los cortes, el conjunto
ordenadc de todos ellos fue distribuido en un nimero de series igual al
numero de cortes que constituyen el 20% del total. Asi, por ejemplo, para
un total de 230 cortes habria que hacer 46 series, ya que el 20% de 230 es
igual a 46. Cada serie estaria formada por 5 cortes consecutivos. En aque-
llos casos en los que el 20% de los cortes no era un namero entero, se
procedia a eliminar cortes de los extremos hasta que se produjera dicha
circunstancia. De modo que si, por ejemplo, el total de los cortes fuera
232, el 20% supondria 46,4 cortes. En este caso se eliminarian los cortes

numeraos 1 y 232 para que de este modo el 20% del total (230) fuese 46.

Una vez repartido el material en las series correspondientes, se
procedia a elegir en la primera de ellas un corte al azar y el numerc de
orden del corte elegido se mantenia en las demds series para componer la
muestra. Por consiguiente, de acuerdo con el ejemplo que hemos propuesto,
caso de que el corte obtenido al azar hubiera sido el numero 3, la muestra

estaria compuesta por los cartes 3, &, 13, 18, 23, 28, etc...
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6.2. Determinacion de areas.

El area correspondiente a cada una de las zonas de estudio en
los dibujos de la muestra, se valoré en el IBAS-Kontron mediante el empleo
del programa "“YX". Este programa ({(proporcionado por la casa Kontrom)
permite obtener, entre otras, medidas de area y longitud asi como la

introduccién de diversos factores numéricos por parte del usuario.

Tras 1iniclalizar el programa e identificar adecuadamente el
fichero o archivo, en donde los datos van a ser almacenados, se procede a
repasar con la pluma eléctrica y sobre el tablero digitalizador, el
contorno de las zonas objeto de estudio en los dibujos de los cortes
seleccionados . A continuacién, se introduce como factor numérico para cada
dibujo, el valor de la distancia "Z" del corte evaluvado al primer corte de

la serie.

Puesto que en cada animal se distinguieron siete zonas de
estudio y éstas a su vez estaban descompuestas en cortes, los datos
correspondientes a cada zona fueron almacenados en un “canal” (o columna
de datos) del fichero, y cada fichero recogia los datos de cada uno de los

animales estudiados.

La asignacién de los canales fue la sigulente:

Canal 1 : Sector «xe, Zona superior (xe S).
Canal 2 @ Sector oxe, Zona media (cxe M.
Canal 3 : Sector oxe, Zona inferior (xe D).
Canal 4 : Sector cxi, Zona superior (ox: S).
Canal 5 : Sector i, Zona media (1 M.
Canal 6 : Sector i, Zona inferior «&x: D.
Canal 7 : Sector B3 (3.
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6.3. Obtencicn de volumenes.

Una vez concluida la labor de almacenamiento de datos, fue
necesario desarrollar un programa en lenguaje BASIC, cuyo diagrama de flujo
se detalla en la figura III-5, que nos permitiera acceder a los ficheros
creados con el programa “YX", y a partir de su informacién, determinar el
volumen correspondiente a cada zona de estudio del NGLd; en cuanto a los
volimenes de los sectores <xe y ox: se obtenian facilmente a partir de

dichas zonas:

Viecxe) = Vixxe S) + Vixxe M) + Viexe I

Vixr) = Viexy 8) + Viex: M) + Viex: D)
y légicamente el volumen del sector o completo vendria dado por:
Viex) = Vixe) + Vi)
Los diversos volimenes calculados (Vec), como ya hemos apuntado,
corresponden al tejido cerebral que ha sufrido retraccion por efecto de los

procederes técnicos. Mediante la expresién:

(100 x Ve
(100 - Rw

en donde Rv es la retraccién en volumen del material expresada en tanto
por ciento, Vc es el volumen calculado (ha sufrido retraccién) y Vs es el
volumen real del tejido (sin retraccién); podemos estimar el verdadero

valor en el tejido fresco de los distintos. volumenes.
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7. DETERMINACION DEL NUMERO DE NEURONAS.



7’ nNET y T A M = 1 DE IIEHRQFES

7.1. Unidades muestirales.

Los recuentos de neuronas se realizaron por observacién micros-—
copica, con un objetivo de inmersién 40X y con la ayuda de una reticula
ocular (técnica micrométrico-ocular), en las correspondientes zonas previa-

mente seflaladas en cada uno de los cortes sometidos a estudio.

La unidad volumétrica de recuento utilizada ha sido un paralele-
pipeda de 175 um x 175 um, delimitado con un micrémetro objetivo en la

reticula ocular (grosor del corte 15 pm).

Para la eleccién de los cortes sobre los que se ejecutaron los
recuentos, en cada NGLd analizado, se realizé un muestreo de forma
sistemética con principic aleatorio. Sin embargo, la eleccién de los
paralelepipedos unidad dentro de cada corte de la muestra y para cada
zona, se hizo mediante un muestreo aleatorio ponderado. Como unidad de
recuento se tomé el nucléolo neuronal, teniendo en cuenta que de aquéllos
que eran cortados por alguna de las caras del paralelepipedo, sélo se

contaron los correspondientes a la superior y a la izquierda.

Para diferenciar entre células gliales y neuronas, nos hemos
basado en que la heterocromatina nuclear de las células gliales se
encuentra distribuida en varios pequefios grumos de forma irregular, en
tanto que en los nocleos neuronales apenas si existe heterocromatina

condensada (Cragg, 1967).

Una vez establecidas las premisas de los recuentos, se nos

plantea el problema de establecer, en cada zona, el nitmerg de paralele-
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pipedos que es necesario escoger para que el numero de neuronas contenido
sea suficientemente representativc de la poblacién. Este nimero viene

significado mediante la férmula de Azorin Poch (1972), segun la cual

N x K2 x &=
n =
N x e® + K= x S=
en donde
n = tamafio de la muestra (numero de paralelepipedos del total

que constituyen la muestra).

¥ = tamafio de la poblacién (nimero total de paralelepipedos).

=

= desviacién para un nivel de significacién dado; en este
caso, para un nivel de confianza del 95%, K = 1,96.

e = error absoluto que se quiera conseguir (en nuestro caso, un

5% de la media).

52 = cuasivarianza de la poblacién.

Segun esto, en la expresién que nos calcula el tamafio de la
muestra, en primer lugar hemos de conocer el tamaflo de la poblacién
(nimero total de paralelepipedos que constituyen cada zona en concreto).
Para este fin disponemos del volumen estimado para cada una, asi como del
volumen que ocupa cada paralelepipedo. Relacionando ambos valores obten—

dremos el nimero (N) de paralelepipedos que integran cada poblacién.

Volumen de la zona

Volumen del paralelepipedo unidad

El valor que se tome para N, sera el numero entero més aproxi-

mado al valor obtenido.

En cuanto a S? y e, inicialmente vienen dados por los valores de
y S% obtenidos a partir de una muestra piloto que se estudié a tal fin.

X
De este modo se podia saber aproximadamente cual era el numerc de parale-
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lepipedos a recontar en cada zona, los cuales una vez estudlados nos
permitian calcular unos nuevos valores para X y S2, que una vez aplicados
en la férmula de Azorin Poch, nos indicaban si el numero de paralelepipedos

estudiado era suficiente o si era necesario contar en algunos mas.

7.3. Estimacion del namero total de neuronas.

El nomero total de neuronas en cada zona <(X.) se estima
mediante el producto del nimero total de paralelepipedos (N) y el numero

medio (X) de neuronas por paralelepipedo:
¥e = N x X

Como es 1légico suponer, se toma como valor de Xe el numero
entero mas préximc a la cifra obtenida. El valor obtenido de neurcnas

tiene un intervalo de confianza que viene dadc por la expresién:
Xe = N x X * t x N x Sm

donde Sm es el error estandar de la media y t es el valor de la desviacién
normal correspondiente al nivel de confianza deseado; en nuestro caso
hemos tomado un nivel de confianza del 95%, con lo cual toss = 1,96. De
esta forma hemos 1llegado a calcular el intervalo de confianza para el

numero total de neuronas en cada zona.

7.4. Efecto Holmes.

Cuando se llevan a cabo recuentos sobre cortes, en la mayoria de
los casos el "efecto Holmes" (Holmes, 1627) es significativo; es decir, se
produce una sobreestimacién del namero real de células, debido al efecto

del grosor finito de la seccién.
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El fondo del problema que se nos plantea dependera de la rela-
cién existente entre el diametro de la unidad de recuento y el grosor del

caorte.

Como ya hemos indicado, nuestra unidad de recuento ha sido el
nucléolo neuronal, cuyo diametro medio se obtuvo a partir de mediciones

realizadas sobre un numero suficiente de nucléoles en el IBAS-Kontron.

7.5. Carreccién del “efecto Holmes"

La bibliografia consultada ofrece una gran variedad de férmulas
para corregir los recuentos de perfiles realizados sobre secciones, de
grosor t conocido, y asi poder hallar con bastante aproximacion el numero

real de unidades contenidas en el espacio analizado.

Entre las més utilizadas est&n las propuestas por Agdhur
(1941, Floderus (1944), y Abercrombie (1946), aplicables en aquellos casos
en los que el diametro de la unidad de recuento es menor que el grosor del

corte, tal es nuesiro caso.

De estas tres férmulas, nos hemos decidido por la de Floderus
(1944), en base a que segun estudios realizados por Calvente (1985)

resulta ser la mas fiable.
Dicha férmula tiene la siguiente expresién:

t
t + D - 2K

Na = na

en donde Na y na son, respectivamente, el numero real de nucléolos y el

-

namero de nucléclos contados mediante el recuento; t es el grosor del

corte; D es el diametro medio del nucléolo y en cuanto &l valor "K", mas



comunmente denominado "h", se puede calcular a partir del radio () del

minimo perfil observado y el radio (R) del nucléolo (Marrable, 1962
h=R- (R® - r&)»

0 también (Gonzélez-Pareja, 1976)
h=R ({1 - caos W)

en donde "V" es el angulo de corte, normalmente 45°

En nuestros estudios, para la estimacién del valor “b", hemos

utilizado la férmula de Marrable (1962).

En cuanto al modo de proceder, una vez medidos los diametros de
un numero mas que suficiente de pérfiles nucleolares, de acuerdo con la
férmula de Azorin Poch, se observa que existe un perfil de tamafio minimo
por debajo del cual hemos sido incapaces de reconocer perfiles como

correspondientes a la unidad en cuestién.

A partir del radio de dicho perfil y del radio medio calculado
para la unidad de recuento, se ha hallado el valor de h, que junto al valor

del radio se recoge en la siguiente tabla:

N2 nucléolos h (um)

500 0,57

o e e

Tabla I11-1._ Valores del radio medio (R) para la unidad de
recuento, radio (r) del perfil mas pequefic observado proce-

dente de su seccién y valor correspondiente a “h".
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For «altimo, a efectos practicos, denominaremos “"factor de
correccién" (f) a la parte de la formula de Floderus que modifica a "na",

esto es:

Para el calculo de la densidad, basta hallar el cociente entre el
nimero real de células en la poblacién (X.); obtenido a partir del numero
total de neuronas (Xe) una vez efectuada la correccién debida al efecto

Holmes; y el volumen real (Vs) de la zona, ocupado por dicha poblacién

Xe
Ve

Como quiera que los volumenes calculados para las distintas
zonas vienen expresados en mm®, mientras que, normalmente, las densidades
suelen expresarse en namero de células por 10 pm®, es necesaric modificar

la expresién anterjor del modo siguiente:

Xw

10% x Ve (en nmn®

de este modo la 6§ queda expresada en nimero de células por 10 um®.

El wvalor calculado para la densidad neurcnal también viene

afectado de su correspondiente error estandar.
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8. METODOLOGIA FARA EL ANALISIS DE POBLACIONES CELULARES.



8. METODQLOGIA PARA EL ANALISIS DE POBLACIONES CELULARES.

Una vez efectuados los calculos volumeétricos y determinada la
densidad neuronal para las distintas zonas del NGLd, se procedié al
desarrollo de una metodologia para el estudic de poblaciones neuronales.

Dicha metodologia se aplicé de modo exclusivo al sector «xe del NGLd.

El analisis poblacional comprendia la determinacién, en un
nomero suficiente de perfiles celulares, calculado segin la férmula de
Azorin Poch, de una serie de parametros a partir de los cuales esperabamos
obtener las caracteristicas del conjunto celular analizado, asi como las
clasificaciones que nos permitieran apreciar si nos encontrabamcs ante una

tnica poblacién o bien si por el contraric habia mas de una.

8.1. Perfiles neuronales.

Una cuestidén previa al analisis poblacional fue determinar qué

perfiles debian de ser los sometidos a examen.

En un sentido amplio podemos definir un perfil como la imagen
de un objeto en el plano de seccién (Weibel, 1979). Como facilmente puede
entenderse el tratar de aplicar este concepto a un caso practico, en el
cual seccionamos multitud de objetos de diferente tamafio, contenidos en
una estructura, resulta practicamente inutil cuando lo que se pretende es.
evaluar de un modo global las caracteristicas de la poblacién o pobla-

ciones contenidas en la estructura sometida a anélisis.

El determinar a qué célula pertenece cada uno de los perfiles
obtenidos en el seccionamiento seriado de wuna estructura, presupone
examinar corte a corte y perfil a perfil el total de los mismos, con lo
cual el trabajo realizado representa un esfuerzo desproporcionado con

respecto a los resultados que se esperan obtener.
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Este problema que hemos planteado se simplificé mediante la
restriccién del concepto inicial de perfil, introduciendo 1la condicién
selectiva de considerar como perfiles neuronales, s6lo aquéllos que
incluian el perfil del nucléolo. En nuestro caso, debido al caracter del
nucléolo, que dnicamente puede aparecer en dos cortes sucesivos y con
escasa probabilidad, podemos decir que practicamente a cada célula corres-

ponde un dnico perfil neuronal.

Estos perfiles neuronales a los que hemos aludido, han sido los

utilizados en el anAlisis de poblaciones.

8.2. Parametros analizados.
Para cada perfil se determinaron los siguientes parémetros:
Del perfil neuronal:

- Area.

— Diadmetro maximo.

— Diametro minimo.

- Factor de forma eliptica.

- Angulo de inclinacién.
Del nucleo del perfil neuronal:

- Area.

~ Diémetro maximo.

- Diédmetro minimo.

- Factor de forma eliptica.

Ademas, se determinaron una serie de relaciones entre los para-

metros de los perfiles neurcnales y los de sus correspondientes niucleos.
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Estos parametros geométricos fueron medidos con un IBAS-
Kontron, mediante el emplec del programa “IBAS II". Este programa (propor-
cionado por la casa Kontron) permite obtener medidas de &rea y longitud,
directamente a partir de los cortes, asi como la introduccién de diversos

factores numéricos por parte del usuario.

Una vez inicializado el programa e identificado adecuadamente el
fichero o archivo, en donde los datos iban a ser almacenados, se procedié
a repasar con la pluma eléctrica, sobre el tablero digitalizador, el
contorno de los perfiles objeto del analisis, los cuales aparecian reprodu-

cidos en el monitor de IBAS II.

Dichos perfiles fueron captados directamente del microscopio
mediante una camara de televisién y transformados adecuadamente mediante
el subprograma correspondiente, del programa general “IBAS II", cuyo

diagrama de flujo se muestra en la figura III-6.

Para guardar constancia de los perfiles analizados y con el
objeto de poder disponer de ellos de modo gréafico en cualquier momento,
entre la pluma eléctrica y el tablero digitalizador se interponia una hoja
de papel en donde se iban dibujando los perfiles de cada cuadricula
examinada, al mismo tiempo que se producia la medida y el almacenamiento

automatico de los paréametros.

8.3. Eleccion de la muesira.

Las determinaciones sobre los perfiles se realizaron por separa-
do en tres planos de seccién: horizontal, frontal y sagital. Este modo de
proceder se debié a la observacién de una orientacién preferente de las
células, puesta de manifiesto mediante el método de Golgi tal y como se
expondrd en el capitulo correspondiente a Observaciones y Resultados. Se
utilizaron en cada caso varios nacleos geniculados laterales (cuatro

cortados horizontalmente, tres seccionados frontalmente y otros tres
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Figura 1III-6._ Diagrama de flujo del subprograma (del programa
general "IBAS II') utilizado en el analisis de poblaciones celulares

del sector cxe del NGLd del conejo.
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para el plano sagital), ya que se gana en precision total mediante el uso
de mas de una muestra unidad representativa (NGLd), que por el aumento del
nimero de abservaciones dentro de una unica unidad (Nicholson, 1974;

Veibel, 1979).

Ademés, para cada orientacién se consideraron las tres 2zonas

en que se habia dividido el sector oxe:

Zona «xe Superior (xe S).
Zona <xe Media (xe M.

Zona <xe Inferior (oxe D).

Dentro de cada zona y para cada parametro, la muestra represen—
tativa del total de los elementos analizados se determiné de acuerdo con
la férmula de Azorin Poch. Como solamente se analizaron los perfiles
neuronales que incluian nucléolo, se consideré como numero total de
perfiles en cada caso, el numero total de células obtenido para cada zona a

partir de las determinaciones previas de densidad neurocnal.

¥o obstante, dado que dichas determinaciones se realizaron sobre
diez nacleos geniculados laterales dorsales diferentes, se ha utilizado
comoc namero total de neuronas para cada zona el mAs alto encontrado en
cada caso, que es el mas desfavorable para la férmula de Azorin Poch. Si a
esto afiadimos que se ha analizado un numerc muy superior de perfiles al
exigido por la férmula, podemos estar seguros de que las muestras
examinadas (horizontal, frontal y sagital) son representativas de la

poblacién celular.

El método que se siguié para determinar la muestra de perfiles
a analizar fue el de distribuir de modo aleatoric ponderado una serie de
cuadriculas de estudio (con las mismas dimensiones que las utilizadas para
los recuentos celulares), dentro de las cuales se analizaban todos los

perfiles neuronales que incluyeran el nucléolo.
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Como en el caso de los perfiles neuronales, para guardar
constancia de las cuadriculas analizadas y de su posicién dentro del corte,
el subprograma de IBAS 1I utilizado, incluia las ordenes que nos permitian
obtener las impresiones (a través de la impresora del IBAS-Kontron) del
perfil del NGLd de cada corte seleccionado, asi como de la cuadricula
analizada en cada uno de ellos. Estas impresiones se archivaban junto con
los correspondientes dibujos de los perfiles neuronales, tal y como se
ilustra en la figura I1I-7, que corresponde a una de las cuadriculas anali-

zadas en nuestro estudio.

8.4. Criter] ! lasifi , e 1 files.

Con el fin de distinguir conjuntos celulares, se establecieron
como criterios preferentes de clasificacién el factor de forma eliptica y

el area del perfil neuronal.

En funcién del factor de forma eliptica, los perfiles se agru-

paron en dos clases (figura III-8):

- Clase 1 (tendencia a forma eliptica).
Factor de forma < 0,8
- Clase 2 (tendencia a forma esférica).

Factor de forma 2 0,8

Con respecto al &rea de los perfiles se establecieron las

sigulentes clases:

- Clase 1. Entre 100 um2 y 180 pgm=.
- Clase 2. Entre 180 pum*® y 260 pm=.
- Clase 3. Entre 260 um® y 340 pm=.
- Clase 4. Entre 340 um=® y 420 um=.
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Figura III-7._ Esquema en el que se ilustra como se archivaron cada
una de las cuadriculas analizadas asi como los perfiles neuronales
que contenian. Junto al perfil que presenta el NGLd en cada corte y
en el que se encuentra localizada la cuadricula analizada (recuadro
blanco), se muestran los perfiles neuronales correspondientes a la
misma. Concretamente se trata de la seccion numero (N2) 102 del
dienceéfalo del conejo numero tres de los cortados horizontalmente
(G3-H) y que dista 1530 um (Z) del corte en el que aparece por
primera vez un perfil del NGLd. La imagen del perfil de los cortes

fue obtenida mediante ordenador.
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Figura III-8._ Representacién grafica de los perfiles correspon-
dientes a distintos factores de forma eliptica, los cuales se
encuentran agrupados en las dos clases utilizadas para su cataloga-~

cién. F.F.e. = factor de forma.
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De 1igual modo, el factor de forma eliptica y el &area se
utilizaron como criterios preferentes de clasificacién a la hora de estu-
diar los perfiles correspondientes a los nicleos neuronales. Para el factor
de forma eliptica se establecieron las mismas clases que en el caso de los
perfiles de los somas neuronales; no obstante, dado el menor tamafio de los
perfiles de los nGcleos neuronales, éstos se distribuyeron en 7 clases
comprendidas entre 40 um?® y 180 um%, siendo el intervalo de clase en este

caso, de 20 pm=,

8.5. Analisis de la excentricidad del nucléolo.

Debido a que s6lo se utilizaron para el andlisis de poblaciones
los perfiles neuronales que incluian el nucléolo, resultaba de gran interés
determinar si la localizacién del mismo en la célula era al azar o si por

el contrario ocupaba una posicién fija, bien central o.bien excéntrica.

El método empleado para analizar el grado de excentricidad del
nucléclo ha sido, basicamente, el propuestc por Hemon y cols. (1981,
valido en ausencia de cualquier presuncién restrictiva relativa a la hete-
rogeneidad en tamafio y/o forma del conjunto de secciones muestreadas. Este
método; como ya se expuso en la seccidén 1.5 del capitulo correspondiente a
la Revisién Bibliografica; analiza la distancia (d) entre el organulo (en
nuestro caso el nucléolo) y un punto especific-o considerado como punto de
referencia (nosotros hemos utilizado como puntos de referencia, el centro -
geométrico del perfil neuronal y el centro geométrico del nuiclea), convir-

tiendo dicha distancia (d) en una relacién entre dos Areas:

Ad
AD

en donde Ad es el éarea del circuloc de radio igual a la distancia (@

analizada, y AD seria el 4rea del circulo de radio igual a la distancia O
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entre el punto de referencia y el punto mas alejado del espacio contenedor

del organulo, ya sea el nucleo o el perfil celular.

Una vez determinados los valores de la relacién mencionada en
los perfiles analizados, se procede a realizar la distribucién estadistica
de dichos valores, y se compara con las distintas situaciones que pueden

presentarse y que se muestran en la figura III-0.

Siguiendo este procedimienta, del total de perfiles utilizados
para el analisis global de la poblacién neuronal del sector e del NGLd,
se eligieron de modo aleatorioc y ponderado, 250 perfiles de cada una de
las tres orientaciones de corte <(horizontal, frontal y sagital), que
representan aproximadamente 1/3 del total de los mismos, y en los que se
determinaron los siguientes parametros, necesarios para el céalculo de la
excentricidad del nucléolo, con respecto al perfil neuronal, asi como con

respecto al nacleo (ver la figura III-10):

- Coordenadas (x,y?> del centro geométrico de cada perfil

neuronal y de cada nicleo (x1,y1).

- Coordenadas (x=,y=) del centro geométricc del nucléolo de

cada perfil neuronal.
- Distancia (d.1) entre los puntos x,y) y (=,y=2).
- Distancia (dz) entre los puntos (Xa1,y1) y (X=,y=2).

- Distancia (D.? entre el centro geométrico del perfil (x,y)

y el punto més alejado del mismo.

- Distancia (Dz) entre el centro geométrico del nacleo y el

punto mas alejado del mismo.
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Figura III-10._ Representacién grafica de cada uno de los parametros

utilizados para el analisis de la excentricidad del nucleéolo. Dichos

parametros son:

v

37

4)

9

6)

7

Coordenadas del centro geométrico de cada perfil neuronal
x,y7.

Coordenadas del centro geométrico de cada perfil nuclear
x2,y1). '

Coordenadas del centro geométrico de cada perfil nucleolar
(X=z,y2).

Distancia (di) entre los puntos (x,y) y (X=,y=).

Distancia (dz) entre los puntos (xi,y1) y (x=,y=).

Distancia (D+) entre el punto (x,y) y el punto mas alejado
del perfil neuronal.

Distancia (Dz) entre el punto (x.,y2) y el punto mas alejado

de perfil nuclear.
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A partir de estos

relaciones entre Areas (4).

a) Ad,
AD,
b) Ad=
AD=

parametros se

Ad,
AD,

Ad>
AD=

establecieron las siguientes

Estas medidas se realizaron con el IBAS~-Kontron y el programa

XY. Los datos fueron almacenados en los correspondientes ficheros, para su

posterior tratamiento estadistico.
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9. ESTADISTICA APLICADA.



9. ESTADISTICA APLICADA.

Ademas de los métodos y modos de proceder para la eleccién y
determinacién del tamafic de la muestra, el anadlisis de los valores medios
calculados para los recuentos asi como para los parametros estudiados en

las neuronas, fue realizado segin la siguiente pauta:

1) AnAlisis de la varianza de Fischer.

2) Contraste de diferencias entre medias a un nivel de signi-
ficacién del 0,05, mediante el test de Student, para aquellos
casos en los que el anadlisis de la varianza no resulta

significativo (varianzas iguales).

3) Contraste de diferencias entre medias a un nivel de signifi-
cacién del 0,05, mediante el test de Cochran, para aquellos
casos en los que las varianzas resultan significativamente

diferentes.

4) Prueba de la y® para la comprobacién de la distribucién
gaussiana de las variables analizadas en las poblaciones

celulares.
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rv. OBSERVACIONES Y RESULTADOS



1. MORFOLOGIA GENERAL Y ORGANIZACION CITOARQUITECTONICA DEL NGLd.



1. MORFOLOGIA GENERAL Y ORGANIZACION CITOARQUITECTQNICA DEL NGLd.

El NGLd del conejo constituye la porcién dorsal del complejo
nuclear del NGL del talamo. Esté envuelto lateral y dorsalmente por el
tracto éptico, limita caudalmente con el niocleo geniculado medial del
tédlamo y oralmente con el nicleo anterior del talamo (figura IV-l1a). Visto
dorsalmente, el NGLd ocupa una posicién lateral en el tdlamo y se encuen-
tra limitado medialmente por los nucleos anterior y pulvinar del mismo

(figura IV-1b).

En posicién ventral con respecto al NGLd, se encuentra el NGL
ventral (NGLv), estando ambos separados por una lamina de células y
neuropilo denominada lémina medular <(V¥Winkler y Potter, 1911) o lamina
medular interganglionar (Gerhard, 1968);, o también ladmina intergenicular

(Hickey y Spear, 1976; Gonzalo y cols., 1985) (figura IV-2).

Por lo que se refiere a la drganizacién estructural del NGLd, a
pesar de la ausencia de laminacién, con la técnica de Kluver—Barrera puede
subdividirse en dos regiones, e y J3, que se observan mucho mejor en
preparaciones horizontales y sagitales que en las frontales, en las que el
sector 3 resulta dificil de visualizar con precisién dada su orientacién

contraria.

El sector < en seccicnes horizontales tiene forma de media
luna y constituye la mayor parte del nicleo; rodea lateral y posteriormente
un campe fibroso, que contiene neuronas grandes y espaciadas, que se reco-
noce como el sector @ (figuras IV-3a,b,c y IV-4a,b,c). A su vez, el sector
< puede subdividirse en dos porciones: una externa,b en donde las fibras
son poco abundantes y las células se encuentran relativamente empagueta-
das, denominada sector “cx externo" {(cxe), y Otra interna, donde las fibras
son mas abundantes y las ceélulas se encuentran més espaciadas, que recibe

el nombre de sector "« interno" (o).
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Cuanda los cortes horizontales se realizan hacia el final del
segundo tercio de la estructura, se observa como el perfil del NGLd se va
redondeando y al mismo tiempo comienza a aparecer, en posicién antero-
lateral con respecto a é1, el NGLv (figura IV-5a,b,c). A partir de aqui el
NGLd se va reduciendo mientras que los perfiles del NGLv se hacen mas
grandes y van ocupando su lugar. La relacién espacial de ambos nacleos
(NGLd y NGLv), puede observarse particularmente bien cuando se recons-
truyen a partir de cortes horizontales seriados, tal y como serad expuesto

en la seccién correspondiente a Reconstruccién Tridimensional.

En secciones frontales también puede apreciarse claramente como
el NGLd y el NGLv se encuentran solapados (que no confundidos) en, aproxi-
madamente, un tercio de su estructura (figura IV-6). Con respecto a la
forma del nicleo (en secciones frontales), se observa cémo al principio
éste es ovalado y se encuentra curvado hacia afuera; sin embargo, a medida
que el nivel de corte se aproxima a la parte media de la estructura se
advierte un abombamiento progresive de la misma hacia la regién medial, en
donde se localiza el sector 3, el cual, aunque de limites poco claros;
debido a la gran cantidad de fibras que lo atraviesan; presenta a este
nivel su maxima extensién. A partir de aqui y tras la desaparicién del

sector 3, el nicleo decrece paulatinamente hasta desaparecer.

En las figuras IV-7a y IV-7c se observan dos imagenes histolé-
gicas de una seccién frontal de diencéfalo de conejo a nivel medic del
NGLd. En las figuras IV-8a y IV-8c se ofrecen dos imagenes histolégicas
correspondientes a secciones frontales del NGLd realizadas a nivel del

tercio anterior de la estructura.

Finalmente, en los cortes sagitales, el NGLd en su tercio mas
lateral es lanceolado dirigiendo su punta hacia la regién ventro-caudal,
tal y como se observa en las figuras IV-9a y IV-Gc. A este nivel, el nucleo
esta constituido exclusivamente por el sector o<, el cual cuando el nivel
de corte se acerca hacia la mitad latero-medial de la estructura, se alarga

y se dobla hacla adelante para envolver caudal y dorsalmente al sector J3,
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que alcanza en esta zona su maxima extensién <(ver figuras IV-10a vy
IV-10c). Cuando los cortes sagitales se realizan a nivel del tercio medial
del NGLd, se observa, en lineas generales, cémo el nicleo sufre un

alargamiento y se estrecha en su parte ventral (figura IV-1la y IV-1lc).

las imagenes histolégicas ofrecidas por los cortes sagitales y
horizontales, son concluyentes con respecto a la relacién estructural
existente entre los sectores o y f3; el sector ox constituye una envuelta
en torno al sector (3, pudiéndose considerar este aGltimo como la region
por donde salen la mayoria de las proyecciones del NGLd y por donde
entran las proyecciones cértico-geniculares que desde la corteza llegan al

nucleo.

Otro aspecto que se pone de manifiesto en las secciones del
NGLd procesadas mediante el método de Kliver-Barrera, es la presencia de
los dos sistemas de fibras descritos por Giolli y Pope (1973). E1 primero
de estos sistemas, denominado sistema transverso, representado por fibras
de proyeccién cértico-tectal y cértico-pretectal, corre paralelo al tracto
6ptico por lo que resulta particularmente apreciable en los cortes
frontales (figura IV-7a), asi como en algunas secciones sagitales (sobre
todo en el tercioc mas lateral de la estructura) (figuras 1IV-2; IV-Sc y
IV-12b>. Consecuentemente con lo anterior, en los cortes horizontales, las
fibras del sistema transverso aparecen seccionadas transversalmente
(figuras IV-3b; IV-4a; IV-5b y IV-12a). El segundo sistema de fibras se
denomina sistema longitudinal, y estd constituido por colaterales de las
fibras del sistema transversn, asi como por fibras de proyeccién geniculo-
cartical y {fibras de proyeccién retino-genicular; es perpendicular al
sistema 1transverso y para su observacién, particularmente buena en
secciones horizontales, hemos de recufrir a mayor resoluciéen (figuras
IV-4a y IV-12a), debido a que la mayoria de las fibras que lo constituyen
son, en general, mas delgadas que las del primero y no forman haces

demasiado gruesos.
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La organizacién espacial que presentan las fibras es s6lo uno de
los aspectos de las propiedades geométricas de NGLd del conejo. En efecto,
llama la atencién al respecto cémo fundamentalmente en las secciones hori-
zontales procesadas con el método de Kliver—Barrera, las células también
presentan una orientacién preferente en direccién lateroposterior-antero-
medial (figura IV-12a). Dicha orientacién no es observable en cortes
frontales y por lo que se refiere a las secciones sagitales, mientras que
en las mas laterales puede distinguirse como las células se orientan en
direccién posteroventral-anterodorsal (figuras 1V-9c y IV-12b), a medida
que nos adentramos hacia regiones mAs mediales del nucleo dicha ocrienta-

cién desaparece (figuras IV-10c y IV-1lc).

No obstante, dado que en las preparaciones de Kliver-Barrera,
contrariamente al Golgi, aparecen tefiidas muchas células asi como la gran
cantidad de fibras; muchas de las cuales (sistema longitudinal) recorren
ademads el nicleo en la misma direccién gque las células; parece razonable
plantearse la duda de si realmente la orientacién celular existe o si sélo
se trata de un efecto aparente debido fundamentalmente a la direccisén que

presentan las fibras.

Para confirmar la existencia de un principic de ordenacién
espacial de las células del NGLd del conejo, se realizé un estudio paralelo
mediante la técnica de Golgi (Adams, 1979), tal y como se expone en el
capitulo correspondiente a Material y Métodos. Debido a que este método
impregna uUnicamente una porcién relativamente baja del total de las
células, podria resultar mas facil, en estas preparaciones, observar si

existe alguna orientacién preferente de las ceélulas.

Los cortes horizontales del NGLd procesado mediante el método
de Golgi-Adams, confirman la existencia de una orientacién preferente de
las células en direccién lateral-antercmedial, tal y comc se observa en las
figuras IV-15a y 1IV-15c, aunque a mayores aumentos dicha orientacién se

pierde (figuras IV-13a, IV-13b y IV-14b). En los cortes frontales, al igual

-120-



que sucedia en los preparados de Kliver—-Barrera, tampoco se aprecia ningun

principio de ordenacién espacial de las células (figura IV-16a y IV-16cC).

El examen de las seccicnes sagitales también confirma nuestras
observaciones realizadas previamente en preparaciones de Kluver-Barrera.
Asi, en las secciones mas laterales de la estructura se puede apreciar como
existe un principio de orientacién que afecta tanto a las fibras como a
las celulas (figura IV-17a y 1IV-17¢), las cuales siguen preferentemente la
direccion posteroventral-anterodorsal; a medida que las secciones son mas
mediales esta orientacion se pierde (figura IV-18a), e inclusc llega a
invertirse cuando los cortes afectan a la mitad mas posterior de la
estructura (figura IV-18c), no obstante, en este caso dicha orientacion es
debida a las fibras que atraviesan el sector /3, no pudiendo interpretarse
como una verdadera inversién de la situacién observada en las secciones

mas laterales.

Por Gltimo, la forma de las células también varia en funcién del
plano de seccién considerado. Asi, en las secciones horizontales procesadas
con el método de Kluver-Barrera, la forma de las células es mayoritaria-
mente fusiforme (figura IV-12a), estando el nicleo situado en el tercio
medio del eje mayor del cuerpo celular (figura IV-1za y IV-14a). En laos
planos sagital y frontal, sin embargo, las células ofrecen un porcentaje de
formas redondeadas méas elevado y el niGcleo esta situado hacia el centro

del cuerpao celular (ver figura IV-12b).

En resumen, el estudic del NGLd en preparaciones de Kliver-
Barrera y Golgi-Adams, nos proporciona, en primer lugar, la evidencia de

que las células del mismo presentan una orientacién espacial definida.

Esta orientacion espacial de las células, que por otra parte
puede reconocerse no sélo en el NGLd, sino en otras zonas del sistema
nerviosao central, hace imprescindible para cualquier consideracién acerca
del tamafio o la forma de las ceélulas, realizar estudios en varios planos

de seccién diferentes, comparando a continuacién los resultados obtenidos

-121~



(Droogleever Fortuyn, 1964); en caso contrarioc podemos caer en el error de
establecer distinciones morfolégicas, en cuanto a esos parametros se

refiere, en regiones donde en realidad dichas distinciones no existen.
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FIGURA IV— 1

& > Vista iateral del diencéfalo de conejo en la gque puede
observarce el complejo nuclear del nacleo geniculado
lateral (NGL) del talamo. NGM = nuicleo geniculado medial;

Na = ndcleo anterior del talamo. Aumentos x 3,75.

> Vista dorsal del diencéfalo y tuberculos cuadrigeéminos
anteriores (Tb) de conejo. NGLd = nucleoc geniculado late-

ral dorsal; NGM = nicleo geniculado medial; Pul = ndcleo

pulvinar; Na = nacleo anterior del talamo; tv = tercer

ventriculo. Aumentos x 3.
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FIGURA IV— 2

Imagen histolégica correspondiente a un corte sagital del
complejo nuclear del NGL del talamo de conejo (Kluver-
Barrera). El NGLd y el NGLv se encuentran separados por
una lamina de ceélulas y neurapilo ((LIG), que recibe el
nombre de lamina medular (Winkler y Potter, 1911) o
lamina medular interganglionar (Gerhard, 1968), o también
lamina intergenicular <(Hickey y Spear, 1976; Gonzalo y
cols., 1885)>. Las flechas hacen referencia a los haces de

fibras del sistema transverso. D = dorsal; V = ventral;

A = anterior; P = posterior. Aumentos x 25.
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FIGURA 1IV— 3

&)

Imagen histolégica correspondiente a una seccioéon hori-
zontal de la mitad posterior del diencéfalo de conejo, en
la que pueden observarse ambos nocleos geniculados late-
rales (Kluver-Barrera). A = anterior; P = posterior; M =

medial; L = lateral. Aumentos x 8.

Detalle de la imagen histolégica IV-3a, en el que se
observa la zona correspondiente al NGLd derecho. Las
flechas indican haces de fibras del sistema transverso.

Aumentos x 25.

Dibujo correspondiente a la  imagen histolégica de 1la
figura 1IV-3b, en el que se ha representado el NGLd
derecho (NGLd), asi como sus sectores < externo (cxe),
o interno (1) y el campo fibroso que se reconone como
el sector 3 (B). TO = +tracto oéptico; Pul = nicleo

pulvinar.
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FIGURA IV— 4

Detalle correspondiente al sector o del NGLd del conejo,
en una seccion horizontal (Kliver-Barrera). Obsérvese
como existe una mayor abundancia de células con respecto
al sector J3 <(b). Ademds puede apreciarse claramente
como las células se encuentran orientadas. Las flechas
gruesas indican haces de fibras del sistema transverso;
las flechas finas seflalan fibras del sicstema
longitudinal. L = lateral; M = medial; P = posterior; A =

anterior. Aumentos x 750.

Detalle correspondiente al sector f3 del NGLd del conejo,
en una seccién horizontal (Kliver-Barrera). Las fibras
son mucho mas abundantes que las células. L = lateral; M

= medial; P = posterior; A = anterior. Aumentos «x 500.
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FIGURA IV— 5

Imagen histologica correspondiente a una seccién hori-
zontal de la mitad posterior del diencéfalo de conejo,
realizada hacia el  tercic medio dorso-ventral del NGLd
(Kluver-Barrera). A = anterior; P = posterior; M =

medial; L = lateral. Aumentos x 8.

Detalle de la imagen histolégica IV-5a, en el que se
observa la =zona correspondiente al NGLd derecho. Las
flechas seflalan haces de fibras del sistema ftransverso.

Aumentos x 25.

Dibujo correspondiente a la imagen histolégica de la
figura IV-5b, en el que se representa el NGLd derecho,
asi como sus sectores e, X1 y [3. Obsérvese que el
perfil del nicleo es mas redondeado que en cortes mas
dorsales. A este nivel comienza a aparecer el NGLv, en
posicidén anterolateral con respecto al NGLd. TO = tracto

é¢ptico; Pul = nacleo pulvinar.
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FIGURA IV— &

Seccion  frontal del diencefalo de conejo a nivel del
complejo nuclear del NGL (KlUver—Barrera). NGLd = nuicleo
geniculado lateral dorsal; NGLv = nucleo geniculado
lateral ventral, LIG = lamina intergenicular; TO = tracto
6ptico; Pul = ndicleo pulvinar; Nv = nacleo ventral del
talamo; Me = marcadores externos; D = dorsal; V =

ventral; M = medial; L = lateral. Aumentos x 12.
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FIGURA IV— 7

Imagen histolégica correspondiente a una seccién frontal
del complejo nuclear del NGL de conejo, realizada a nivel
del principio del tercio medio antero-postericr de la
estructura (Kliver-Barrera). Las flechas corresponden a

haces de fibras del sistema transverso. Aumentos x 25.

Dibujo correspondiente a la imagen histolégica IV-7a.
NGLd = nicleo geniculado lateral dorsal; oxe, o1, v B =
sectores del NGLd; LIG = lamina intergenicular; NGLv =
nicleo geniculado lateral ventral; TO = tracto éptico;

D = dorsal; V = ventral; L = lateral; ¥ = medial.

Imagen histolégica correspondiente a una seccién frontal
del complejo nuclear del NGL a nivel del final del tercio
medio antero-posterior de la estructura (Kliver—Barrera).

Aumentos x 25.

Dibujo correspondiente a la figura IV-7a. (Las abrevia-

turas como en la figura IV-7b).
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FIGURA IV— 8

Imagen histolégica de una seccion Irontal del complejo
nuclear del NGL, realizada a nivel del tercio anterior de

la estructura (Kluver-Barrera). Aumentos x 25.

Dibujo ceorrespondiente a la figura IV-8a. NGLd = mnucleo
geniculado lateral dorsal; oxe, <1 y J3 = sectores del
NGLd; LIG = lamina intergenicular; NGLv = nuclec genicu-
lado lateral ventral; TO = tracto o6ptico; D = dorsal;

V = ventral; L = lateral; ¥ = medial.

Imagen histolégica de una seccién frontal del NGLd de
conejo (Kluver—Barrera). Se trata de una seccién mnmuy
anterior, casi al principic de la estructura, donde se
observa como el sector /3 aun no ha comenzado a
aparecer. Aumentos x 67,5. (Las abreviaturas como en la

figura IV-8b).
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FIGURA IV— 9O

Imagen histologica correspondiente a una seccién sagital
del complejo nuclear del NGL, realizada a nivel del
tercio mas lateral de la estructura (Kliver-Barrera’). A
este nivel, el NGLd estéd constituido exclusivamente por

el sector . Aumentos x 16.

Dibujo correspondiente a la figura IV-9a. NGLd = nicleo
geniculado lateral dorsal; LIG = lamina intergenicular;
NGLv = nucleo geniculado lateral ventral; TO = tracto
optico; NGM = nucleo geniculado medial; D = dorsal;

V = ventral; A = anterior; P = posterior.

Detalle a mayor aumento de la imagen histolégica IV-Ga.
Obsérvese como en el NGLd, las células se orientan en
direccién posteroventral-anterodorsal. Las flechas
indican haces de fibras del sistema transverso.

Aumentos x 33.
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FIGURA IV—10

Imagen histologica correspondiente a una seccién sagital
del complejo nuclear del NGL, realizada a nivel del
tercio medio latero-medial de la estructura (Kluver-
Barrera). QObsérvese como el sector o se ha alargado e
incurvado hacia adelante para envolver al sector f3.

Aumentos x 12.,5.

Dibujo correspondiente a la figura IV-10a. NGLd = nucleo
geniculado lateral dorsal; e, o1, 83 = sectores del
NGLd; NGM = nocleo geniculado medial; Tb = tubérculos
cuadrigéminos anteriores; D = dorsal; V = ventral;

A = anterior; P = posterior.

Detalle de la imagen histolégica de la figura IV-10a.
Obsérvese como se ha perdido la orientacién celular.

Aumentos x 25.
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FIGURA IV—11

<D

Imagen histologica de una seccién sagital del complejo
nuclear del NGL, realizada hacia el tercio mas medial de
la estructura (Kluver-Barrera). Obsérvese comoc el NGLA

se estrecha en su porcién ventral. Aumentos x 12,5.

Dibujo correspondiente a la figura IV-1la. NGLd = nucleo
geniculado Ilateral dorsal; e, o1, B = sectores del
NGLd. NGLv = nucleo geniculado lateral ventral. Tb =
tubérculos cuadrigéminos anteriores; Pul = nacleo
pulvinar; NGM = ndcleo geniculado medial; D = dorsal;

V = ventral; A = anterior; P = posterior.

Detalie de la figura IV-l1la. Aumentos x 25.
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FIGURA IV—1Z2

Detalle de una seccién horizontal del NGLd de conejo en
la que se observa la orientacion preferente de las
células £n direccién lateroposterior-anteromedial
(Kluver-Barrera). Las flechas gruesas indican haces de
fibras del sistema transverso y 1las flechas finas se
refieren a las fibras del sistema longitudinal. L =
lateral; M =  medial; P = posterior; A = anterior.

Aumentos x 300.

Detalle de una seccién sagital del NGLd de conejo, en la
que se observa una cierta orientacién en direccién poste-
roventral-anterodorsal (Kliver-Barrera). Compéarese el
perfil de las células (redondeado) con el gque estas
presentan en la figura IV-1Za <(elipsoidal). Las flechas
indican haces de fibras del sistema transverso. D =
dorsal; V = wventral; A = anterior; P = posterior.

Aumentos x 125.



FIGURA IV-12a

FIGURA IV-12b



FIGURA IV—13

an Imagen panoramica de una seccion sagital del NGLd de
conejo, realizada hacia la zona media dorso-ventral de la
estructura (Golgi-Adams). Se aprecia la variedad de

tamafios y formas neuronales. Aumentos x 250.

> Detalle de una neurona eliptica de tamafio medio, situada
en el tercio superior dorso-ventral del NGLd de conejo

(Golgi-Adams). Aumentos x 500.
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FIGURA IV—14

ad Neuronas del tercic medio dorso-ventral del NGLd de co-
nejo, mostrando formas elipticas y redondeadas (Kliver-—

Barrera). Zona media dorso-ventral. Aumentos x 8%0.

‘b > Neuronas, impregnadas con el método de Golgi (Golgi-
Adams), del tercio medio dorso-ventral del NGLd de

conejo. Aumentos x 700.



FIGURA IV-l4a

FIGURA IV-14b



FIGURA IV—15

Imagen histolégica de una seccién horizontal del KNGLd de
conejo, realizada hacia el tercic medio dorso-ventral de

la estructura (Golgi-Adams). Aumentos x 15.

Dibujo del NGLd correspondiente & la figura IV-15a.
e, X1, J3 = sectores del NGLd. A = anterior; P= poste-

rior; L = lateral; ¥ = medial.

Detalle de la figura IV-15a. Obsérvese la direccién
preferente de las células asi como de sus ramificaciones
dendriticas (Golgi-Adams). A = anterior; P= posterior;

T

L = lateral; ¥ = medial. Aumentos x 50.
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FIGURA IV—16

Imagen histolégica donde se muestra el aspecto general
de una seccién frontal del NGLd de conejo, procesada
mediante la técnica de Golgi (Golgi-Adams).

Aumentos x 31,D.

Dibujo correspondiente a la figura IV-16a. NGLd = nicleo
geniculado lateral dorsal; e, o1 y 8 = sectares del

NGLd; D = dorsal; V = ventral; ¥ = medial; L = lateral.

Detalle de una seccién frontal del NGLd, procesado
mediante la técnica de Golgi-Adams. En estas secciones,
al igual que sucede en las preparaciones de Kliiver-Ba-
rrera, no se gaprecia ningun principio de ordenacidén
espacial de las células. D = darsal; V = ventral;

M = medial; L = lateral. Aumentos x 55.
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Imagen histologica de una seccion cagital del complejo
nuciear del NGL de conelo, realizada a nivel del tercio

lateral de la estructura (Golgi-Adams). Se aprecia

claramente la existencia de una ordenacién espacial de

las células. Aumentos x 20.
Dibujo de la figura IV-17a. NGLd = nuacleo geniculado
lateral dorsal; LIG = lamina intergenicular; NGLv =

nucleo geniculado lateral ventral; D = dorsal; V =

ventral; A = anterior; F = posterior.

Detalle de la
orientacién

Aumentos x 950.

figura IV-17a. Se aprecia mas claramente la
O

de celulas v tibras (Golgi-Adams).
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FIGURA IV—18

Imagen histolegica de una seccion sagital del complejo
nuclear del NGL de conejo, realizada a nivel del tercio
medio Jatero-medial de 1la estructura (Golgi-Adame).

Aumentos x 20.

Dibujo de la figura 1IV-18a. NGLd = nicleo geniculado

lateral doresal; oe, 1, B3 = sectores del NGL4;
LIG = lamina intergenicular; NGLv = nuicleo geniculado
lateral ventral; D = dorsal; V = ventral; A = anterior;

P = posterior.

Imagen histolégica de una seccién sagital del complejo
nuclear del NGL de conejo, realizada a nivel del tercio

medial de la estructura (Golgi-Adams). Aumentos x 15.

Dibujo de la figura IV-18c. (Las abreviaturas como en la

figura IV-18b).
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2. RECONSTRUCCION TRIDIMENSIONAL DEL NGL.



2. RECONSTRUCCION TRIDIMENSIONAL GRAFICA DEL NGL.

El empleo del programa de reconstruccién tridimensional 3D, en
el IBAS-KONTRON, nos ha permitido obtener reconstrucciones graficas del
NGLd. '

En un primer paso, el programa 3D nos representa la estructura
problema sin ninguna perspectiva, con los cortes superpuestos unos encima
de otros, apareciendo como corte mas préximo al observador el primero que
fue digitalizado. Esta representacién primaria, que se muestra en la figura
IV-19, carece de interés, ya que la informacién que se obtiene a partir de
ella es la misma que resultaria de apilar los dibujos de los cortes unos
sobre otros, mirando a continuacién el conjunto resultante segiun la normal
al plano de seccién. No obstante, dicha representacién constituye el punto
de partida para las representaciones con  perspectiva, que se obtienen
mediante un subprograma que se incluye en el programa general de recons-
-truccidén 3D, el cual permite la rotacién de las cortes uno a uno, segin
cuatro angulos de giro que se aplican concatenadamente, a partir de la

representacién primaria.

En la figura IV-20 se ofrecen dos representaciones graficas del
NGL derecho del conejo; ambas se han conseguido a partir del mismo
"fichero base", al igual que la representacién de la figura IV-19, pero
mientras que la primera (IV-20a) tan sélo ha sufrido una rotacién de 285°
(-75°) alrededor de eje "Y' de la pantalla, la segunda (IV-20b) ha sufrido

las siguientes rotaciones consecutivas:

19) 90° alrededor del eje "Z" de pantalla.
22) 60° alrededor del eje "X" de pantalla.
39) 90° alrededor del eje "Z" de pantalla.

3in embargo, estas representaciones aon son confusas ya que en

ellas estan representados todos los puntos de los contornos de los

dibujos; para que las representaciones sean satisfactorias es necesario
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Figura 1V-19._ Representaciéon primaria del NGL obtenida mediante el
programa de reconstruccion tridimensional 3D, facilitado por la casa
Kontron. En un primer paso, el programa 3D nos representa la estructura
problema sin ninguna perspectiva, con los cortes superpuestos unos encima
de otros, apareciendo comc corte mAs préximo al observador el primero que
fue digitalizado. Asimismo, en este primer paso, quedan representados todos

los puntos de los contornos dibujados.



Figura IV-20._ Representacion grafica del NGL derecho del conejo desde dos
puntos de vista diferentes. Ambas se han obtenido mediante diversas
rotaciones, a partir del mismo "fichero base" (cuya representaciéon primaria
se ofrece en la figura IV-19). La figura IV-20a ha sido rotada 285°
alrededor del eje "Y" de pantalla, mientras que la figura IV-20b ha sufrido
consecutivamente un giro de 90° alrededor del eje “Z" de pantalla, un giro
de 60° alrededor del eje "X" de pantalla y un nuevo giro de 90° alrededor
del eje "Z". Estas representaciones carecen de interés ya que no se ha
pracedido al borrado de los puntos que por su posicién quedarian ocultos

al observador.



FIGURA IV—-20



recurrir a un nuevo subprograma del programa general 3D, mediante el cual
se borran las lineas superpuestas, es decir, aquéllas que por su posicion

quedarian ocultas al observador.

El resultado final se muestra en la figura 1IV-21. En ella
podemos observar dos puntos de vista diferentes del NGL. La figura IV-Zla
nos ofrece una visién posterior del NGL, mientras que la IV-Z1b nos

muestra una visién de la parte anterior.

Hemos de hacer notar que, segin lo que acabamos de exponer,
tanto la figura 1V-21la como 1la IV-21b deberian de haberse mostrado
"tumbadas" con respecto a su eje dorso-ventral (tal y como aparecen en las
figuras IV-20a y IV-20b), pero para una mayor comodidad de observacién se
ha preferido presentarlas de acuerdo con la disposicién del NGL en la

realidad.

A través de las reconstrucciones graficas con perspectiva hemos
podido precisar la forma especifica del NGLd y la localizacién exacta del
sector J3. También hemos podido conocer cual es la posicién relativa del
NGLd con respecto al NGLv, observandase que el complejo ventral se encuen-
tra en situacién anterior con respecto al dorsal, y como ademés estos dos
nicleos estén imbricados en aproximadamente un tercio de su extensién

dorso-ventral.

Por Gltimo, decir que las reconstrucciones mostradas se han
obtenido a partir de secciones seriadas horizontales debido a que en éstas,
el NGLd asi como sus regiones o y 3 se observan mucho mejor que en
preparaciones frontales o sagitales, por lo que las recaonstrucciones

resultan mas fidedignas.
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Figura IV-21._ Reconstruccién tridimensional del NGL derecho del conejo a
partir de secciones horizontales. (1) Nocleo Geniculado Lateral dorsal. (2)
Nicleo Geniculado Lateral ventral. () Sector 3 del Nocleo Geniculado
Lateral dorsal. En la figura IV-2la se observa la cara posterior del
nicleo, mientras que la IV-21b nos ofrece la cara anterior del mismo. En
ambos casos el eje mayor de la estructura es paralelo al eje dorso-ventral

del diencéfalo.






3. DETERMINACIONES VOLUMETRICAS EN EL NGLd DEL CONEJO.



3. DETERMINACIONES VOLUMETRICAS EN EL NGLd DEL_CONEJQ.

Comp ya se expuso en el capitulo correspondiente a Material vy
¥étados, la determinaciéon de volumenes de las zonas de estudio, previa-
mente delimitadas, se realizd mediante el IBAS-Kontron y utilizando conse-
Cutivamente el programa "XY", para la valoracién de las &areas correspon-
dientes, y un programa desarrollado en lenguaje BASIC (figura III-5 de
Katerial y Metodos), para las determinaciones volumétricas propiamente

dichas.

Sin embargo, antes de proceder a cualquier tipc de valoracién de
naturaleza cuantitativa, hemos realizado un estudioc previo pare determinar
la retraccién que origina la técnica empleada por nosotros sobre el tejido

cerebral.

El valor de la retraccién en volumen (Rv) ha sido determinado
mediante el método propuesto por Navascués y cols. (1979), expuesto en la
seccién 2.1 correspondiente al capitulo de Material y Métodos. MNediante
dicho metodo hemos cbtenido un valor de retraccién en volumen, en el
cerebro de conejo previamente perfundido y sometido a la técnica de

Kivver-RBarrera, del 36,57%.

En los cuadros VOLUMENES-1 a VOLUMENES-10 se muestran, en mm®,
los valores de los volumenes de todas las zonas de estudioc. En la primera
columna (ZONA) se consigna el nombre de la zona estudiada. A continuacién,
en la segunda columna se muestran los valores de los volumenes calculadas
(V. CALCULADO>, sin considerar el efecto de la retraccién. Asimismo, en los
cuadros figuran los volumenes hallados al efectuar correccién para
compensar los efectos de la retraccicn (V.REAL); dichos volimenes carres-—
ponden a los que aparecerian en el tejido antes de someterlo a cualquier
tipo de proceder técnico. Los volimenes reales se han calculado utilizando

la expresién propuesta en el apartado 6.3 de Material y Métodos.
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Por ultimo, en la columna de la derecha de los cuadros
(PORCENTAJES) quedan expuestos los tantos por ciento correspondientes a

ada zona, en relacién al sector considerado en cada apartado.

O

En relacién a este uGltimo aspecto se aprecia que el sector o
ocupa un volumen cuyo porcentaje oscila entre el 89,53% y el 91,87% del
total del nicleo, correspondiendo el resto del mismo al sector [3. También
se observa que dentro del sector o, el sector <xe es mayoritario, ocupan-

do un volumen que oscila entre 56,890% y 61,81% del total del sector <.

En cuanto a los volumenes de las zonas oxe S, e M, «xe I,
o S, o1 M, oxr I, podemos apreciar céomo la variacién del porcentaje
oscila entre 2,1% y 5,5% como maximo. Si tenemos en cuenta que para estos
célculos hemos utilizado nicleos cortados segin tres planos de orientacién
diferentes <(harizontal, frontal y sagital), podemos admitir que el método
utilizado para la delimitacién de las zonas de estudio, a partir de los
dibujos confeccionados a tal efecto, es valido, siendo comparables los

resultados abtenidos al respecto.

Finalmente, en los cuadros VOLUMENES-11 y VOLUMENES-12 se ex-
ponen a modo de resumen los volumenes y porcentajes medios para cada zona
del NGLd. Por otra parte, en la figura IV-22 se representan graficamente

los volimenes medios de los sectores ox (xe vy 1) y 3.
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Volumenes y porcentajes estimados para el NGLd: Gl-Horizontal.

VOLUMENES 1

ZOKA g V. CALCULADO i V. REAL i PORCENTAJES
<e SUPERIOR i 1,154730 i 1,820479 i 28,87
<e MEDIO E 2, 023930 E 3,190809 E 50,59
e INFERIOR E 0,821666 ; 1,2953%80 E 20,54
e TOTAL E 4,000326 i 6, 306678 i 100,00
f | !
ZONA : V. CALCULADO : V. REAL : PORCERTAJES
o1 SUPERIOR E 0,776831 E 1,224706 % 27,49
o1 MEDIO i 1,409230 E 2,221708 ; 49, 86
<1 INFERIOR E 0,639592 i 1,008974 E 22,65
or TOTAL E 2,826053 i 4,455388 E 100,00
} | |

ZONA : V. CALCULADO : V. REAL 1 PORCENTAJES
e TOTAL E 4,000326 ; 6,306678 i 58,60
o TOTAL E 2,826053 i 4,455388 E 41,40
SECTOR i 6,826379 E 10, 762066 E 100,00

! | | .

ZONA } V. CALCULADO } V. REAL } PORCENTAJES
SECTOR «x E 6,82637¢ ; 10,762066 3 91,12
SECTOR 3 5 0, 665007 E 1,048412 i 8,88
V+ NUCLEO E 7,491386 E 11,810478 E 100, 00

Todos los valores de vollmenss se expresan en mn®



VOLUMENES =

Volumenes y porcentajes estimados para el NGLd: GZ-Horizontal.

i ZONA E V. CALCULADO i V. REAL i PORCENTAJES
; e SUPERIOR i 1,061200 ; 1,673025 E 27,54

{

E e MEDIO E 1,989700 3 3,136844 E 51,63

i e INFERICR E 0,802502 E 1,265177 ; 20,83

i e TOTAL j 3,853402 i 6,075046 E 100,00

! I ! [

: Z0ONA : V. CALCULADO : V. REAL : PORCENTAJES
i 1 SUPERIOR i 0, 729499 E 1,150085 E 26,20

i @ MEDIO i 1, 385500 i 2,184297 E 49,75

3 o¢: INFERIOR E 0,669811 E 1, 055985 E 24,05

E <1 TOTAL i 2,784810 E 4,390367 E 100, 00

! ] i f

: ZONA i V. CALCULADO : V. REAL }“\’PORCENTAJES
E oxe TOTAL % 3,85340Z i 6, 075046 i 58,05

5 o TOTAL E 2,784810 i 4,350367 E 41,95

g SECTOR i 6,638212 i 10,465413 E 100,001

| { | !

: ZONA } V. CALCULADO ; V. REAL : PORCENTAJES
i SECTOR < E 6,63821z E 10,465413 ; 91,08

% SECTOR 3 3 0,649883 E 1, 024567 i 8,92

; V+ NUCLEOQ : 7,2880095 : 11, 489980 : 100, 00

; Todos los valores delvolﬁmenes s& expresan en mka l



VOLUMENES 3

Volimenes y porcentajes estimados para el NGLd: G3-Horizontal.

] | ]
ZONA : V. CALCULADO ! V. REAL ! PORCENTAJES
| I
{ ! {
e SUPERIOR } 1,225920 ! 1,932713 | 28,34
{ |
| ! |
e MEDIO | 2,173930 I 3,427290 { 50,25
! l f
I | {
e INFERIOR } 0,0826521 { 1,460698 | 21,42
| {
! ! !
e TOTAL | 4,326371 | 6,820701 | 100, 00
e I !
{ { I
Z0NA i CALCULADO { V. REAL ! PORCENTAJES
! {
{ { {
<1 SUPERIOR : 0,810591 { 1,202119 : 29,11
{
I | !
<1 MEDIO ! 1,354330 ! 2,135157 { 48,11
] ! !
[ { {
<1 INFERIOR | 0,641450 | 1,011272 { 22,78
| ! ]
! | !
o TOTAL [ 2,815371 ! 4,438548 ! 106, 00
| ! |
! | |
ZONA I CALCULADOG ! V. REAL i PORCENTAJES
! !
{ ! - ]
e TOTAL ! 4,326371 l 6,820701 | 60,58
I ! f
| ! |
ocx TOTAL | 2,815371 { 4,438548 ! 39,42
! f !
{ { J
SECTOR «x f 7,141742 I 11,259249 ! 100,00
| Rl (-
{ ] !
ZONA ! CALCULADO ! V. REAL ! PORCENTAJES
1 | !
! | !
SECTOR ! 7,141742 ! 11,259249 : 50,67
l !
{ [ !
SECTOR 3 { 0, 734587 I 1,158106 l 9,33
! i
! I |
V+ NUCLEO ! 7,876329 ! 12,417355 ! 100, 06
I l !
Todos los valores de vollmenes se expresan em mn®



Volumenes y porcentajes estimados para el NGL4:

VOLUMENES 4

G4-Horizontal.

ZONA i V. CALCULADO i V. REAL i PORCENTAJES
e SUPERIOR E 1,252560 g 1,974712 i 28,71
e MEDIO E 2,226050 5 3,509459 i 51,03
e INFEKRIOR i 0, 883898 E 1,393502 i 20,26
e TOTAL g 4,362508 i 6,877673 i 100, 00
I ! {
Z0NA : V. CALCULADO { V. REAL : PORCENTAJES
< SUPERIOR E 0,740789 E 1,167884 E 24,62
< MEDIO E 1,495970 E 2,358458 i 49,73
<1 INFERIOR E 0,%71588 i 1,216440 E 25,65
1 TOTAL E 3,008347 i 4,742782 i 100,00
! | !
ZONA : V. CALCULADO : V. REAL } PORCENTAJES
oxe TOTAL % 4,362508 ; 6,877673 5 59, 19
«x TOTAL i 3, 008347 i 4,742782 E 40,81
SECTOR «x E 7,370855 E 11,620455 E 100,00
| f I
ZONA : V. CALCULADGC : V. REAL : PORCENTAJES
SECTOR «x E 7,370855 ; 11,620455 ; 89, 88
SECTOR B i 0,8263811 E 1,308389 E 10,12
V+ NUCLEOQ E 8,200766 ; 12,928844 i 100, 60

Todos los valores de volimenes se expresan en mw®



VOLUMENES S

Voldémenes y porcentajes estimados para el NGLd: Gl-Frontal.

ZONA i V. CALCULADO 3 V. REAL E PORCENTAJES
oxe SUPERIOR E 1,194910 E 1,883825 5 29, 64
oce MEDIO ; 2, 056560 i 3,242251 E 51, 01
e INFERIOR 5 0, 779999 5 1,220700 E 19,35
oce TOTAL : 4,031469 | 6, 355776 : 100, 00
L | 1
| | i
ZONA | V. CALCULADO | V. REAL | PORCENTAJES
oz SUPERIOR E 0,920100 E 1,450586 E 30,12
ox MEDIO ; 1,480200 i 2, 347785 i 48,75
oz INFERIOR 3 0,645340 i 1,017405 E 21,13
o1 TOTAL ; 3, 054649 % 4,815779 i 100, 00
| i i
ZONA | V. CALCULADO | V. REAL | PORCENTAJES
oxe TOTAL % 4,031469 i 6, 355776 i 56, 89
o¢: TOTAL i 3, 054640 i 4,815779 ; 43,11
SECTOR «x 3 7,086118 E 11, 171555 i 100, 00
] ] i
ZONA | V. CALCULADO | V. REAL | PORCENTAJES
SECTOR «x E 7,086118 i 11, 171555 i 91,01
SECTOR f3 E 0,700037 2 1,103637 E 8,99
V+ NUCLEQ i 7,786155 i 12,275192 i 100, 00

Todos los valores de volimenes se exprasan en mn®



VOLUMENES S

Volumenes y porcentajes estimados para el NGLd: G2-Frontal.

ZONA E V. CALCULADO E V. REAL E PORCENTAJES |
e SUPERIOR % 1,339420 E 2,111651 i 29,51 ';
oxe MEDIO ; 2,379620 i 3, 751568 E 52, 44
oxe INFERIOR i 0,819073 i 1,201302 i 18,05 1
e TOTAL E 4,538113 i 7,154521 i 100, 00 ‘
ZONA ; V. CALCULADO E V. REAL % PORCENTAJES
o¢: SUPERIOR i 0,856082 i 1,349648 i 29,50
o1 MEDIO E 1,376610 E 2,170282 E 47,43
oz INFERIOR i 0, 669649 E 1, 055729 i 23, 07
o TOTAL E 2,902341 i 4,575659 i 100, 00
ZONA i V. CALCULADO i V. REAL % PORCENTAJES
exe TOTAL E 4,538113 i 7,154521 E 60, 99
exx TOTAL i 2,902341 i 4,575659 i 39, 01
SECTOR o s 7,440454 E 11,730180 E 100, 00
1 ] l
ZONA | V. CALCULADO | V. REAL | PORCENTAJES
SECTOR i 7,440454 i 11,730180 i 90, 62
SECTOR i 0,769988 E 1,213918 E 9,38
V+ NUCLEQ E 8,210442 3 12,944098 ; 100, 00
[

Todos los valores de volGmenes se expresan en mu®
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VOLUMENES d

Volimenes y porcentajes estimados para el NGLd: G3-~Frontal.

ZONA ; V. CALCULADO E V. REAL E PORCENTAJES
cxe SUPERIOR ; 1,241000 E 1,956487 E 29, 08
exe XEDIO i 2,110200 i 3, 327920 5 49, 46
oxe INFERIOR ; 0,916001 E 1,444113 E 21,46
oe TOTAL E 4,267901 E 6,728520 i 100, 00
r : i
ZONA | CALCULADO | V. REAL | PORCENTAJES
ox: SUPERIOR E 0, 760668 ; 1,246521 E 27, 86
o1 MEDIO E 1,412080 E 2, 226202 E 49,76
ox INFERIOR i 0,635225 E 1,001458 i 22,38
or TOTAL E 2, 837973 E 4,474181 3 100, 00
ZONA g V. CALCULADO E V. REAL ; PORCENTAJES
oxe TOTAL i 4,267901 1 6, 728520 E 60, 06
,
oz TOTAL % 2, 837973 5 4,474181 3 30, 64
SECTOR o | 7,105874 | 11,202701 : 100, 00
e I 0
| | |
ZONA | CALCULADO | V. REAL | PORCENTAJES
SECTOR o { 7,105874 ; 11,202701 E 89,53
SECTOR 3 ; 0,831225 5 1,310460 ; 10,47
V. NUCLEO 3 7,937099 ; 12,513161 E 100, 00

Todos los valores de volUmenes se expresan en mm®



VOLUMENES 8

Velumenes y porcentajes estimados para el NGLd: Gl-Sagital.

ZONA E V. CALCULADO i V. REAL E PORCENTAJES
e SUPERIOR E 1,137940 E 1,794009 ; 28,32
e MEDIO E 2,122800 E 3,346681 E 52, 82
e INFERIOR i 0,757803 i v1,194707 E 18,86
<e TOTAL j 4,018%543 i 6,335397 i 100, 00
{ I {
Z0NA : V. CALCULADO : V. REAL : PORCENTAJES
<1 SUPERIOR E 0,746928 ; 1,177563 E 26,30
<1 MEDIO E 1,423950 i 2,244916 i 50,13
1 INFERIOR E 0, 669487 E 1,055474 E 23,57
o1 TOTAL E 2,840365 5 4,477953 E 100,00
ZONA E V. CALCULADO E V. REAL i PORCENTAJES
e TOTAL i 4,018543 i ~ 6, 335397 i 58,59
o TOTAL E 2,840365 E 4,477953 3 41,41
SECTOR «x 5 6, 858908 i 10,813350 E 100,00
ZONA i V. CALCULADO i V. REAL % PORCENTAJES
SECTOR x i 6, 858208 E 10,813350 i 90,23
SECTOR 3 3 0,742386 E 1,170402 ; 9,77
V+ NUCLEO i 7,601294 : 11,983752 % 100,00

Todos los valores de volUmenes se oxpresan en mn®



— e e —

VOLUMENES o

- Volumenes y porcentajes estimados para el NGLd: G2-Sagital.

I I l
Z0OXNA : V. CALCULADO ! V. REAL J PORCENTAJES
! |
| { {
e SUPERIOR | 1,238450 I 1,952467 ! 28,12
| | {
{ { t
e MEDIO | 2,290800 | 3,611698 ! 52,01
I ! I
! { {
e INFERIOR | 0,874985 | 1,379450 ! 16, 87
I | !
| | {
e TOTAL ! 4,404335 ! 6,943615 { 100, 00
] ! !
! | !
ZONA | V. CALCULADQ { V. REAL | PORCENTAJES
{ { !
{ | |
<1 SUPERIOR | 0,796280 ! 1,256472 : 29,28
! !
[ ! I
o1 MEDIO ! 1,284700 { 2, 025382 { 47,20
| { {
[ I 1
ocr INFERIOR | 0,639002 ! 1,008973 I 23,52
| | !
| i !
o1 TOTAL ! 2,721672 | 4,290827 ! 100, 00
| ! !
| ] |
ZONA [ V. CALCULADO | V. REAL ! PORCENTAJES
} I !
| | I
e TOTAL | 4,404335 | 6,943615 ! 61,81
! ! l
! I I
1 TOTAL { 2,721672 { 4,290827 t 38,19
! { !
! | J
SECTOR «x | 7,126007 | 11,234442 ! 100, 00
! L 1
f | !
Z0NA | V. CALCULADO ! V. REAL ! PORCERTAJES
! { L
! | !
SECTOR «x i 7,126007 ! 11,234442 ! o1, 47
! | |
I { !
SECTOR 3 l 0,664151 ! 1, 047061 I 8,53
! I !
| | |
V- NUCLEO J 7,790158 ! 12,2815083 | 100, 00
! I |

Todos los valores de volumenss se evpresan en mn®



VOLUMENES 10

Volumenes y porcentajes estimados para el NGLd: G3-Sagital.

ZONA E V. CALCULADG E V. REAL E PORCENTAJES
e SUPERIOR % 1,187600 E 1,872300 E 28,64
e MEDIO i 2, 080030 i 3,279253 i 50,15
e INFERIOR i 0,879847 E 1,387115 E 21,21
e TOTAL i 4,147477 i 6,538668 i 100, 00
! | !
ZONA { V. CALCULADO : V. REAL : PORCENTAJES
o1 SUPERIOR i 0,778359 E 1,227178 i 29,71
1 MEDIO E 1,262370 E 1,990178 E 48,19
<1 INFERIOR E 0,578941 i 0,012724 E 22,10
<1 TOTAL i 2,619710 i 4,130080 E 100,00
| ! l

ZORA { V. CALCULADG : V. REAL ‘ PORCENTAJES
e TOTAL i 4,147477 5 6,538668 3 61,29
<o TOTAL i 2,619710 E 4,130080 i 38,71
SECTOR ¢ g 6,767187 E 10,668748 E 100,00

[ ( {

ZONA ; V. CALCULADO : V. REAL : PORCENTAJES
SECTOR «x i 6,767187 E 10,668748 i S1, 87
SECTCR 3 i 0,598970 ; 0,944301 E 8,13
V+ NUCLEO i 7,366157 E 11,613049 i 100, 00

Todos los valores de vollmenes se expresan en am®



VOLUMENES i §

Volumenes y porcentajes medios estimados para los sectores —e y
cxr del NGLd, asi como para las zonas superior, media e inferior, esta-

blecidas en los mismos (intervalc de confianza del $5%).

| l ! ! {
{ ZONA ! V. CALCULADO 4J V. REAL ! PORCENTAJES |
| L !
! | ! ! !
[ | 1,203373 I 1,897167 { 28,68 [
| e SUPERIOR | | { !
{ ! + 0,046777 { + 0,073750 ! + 0,39
: L ! ! :
! ! |
! i 2,145442 ! 3,382377 ! 51,14
| e MEDIO | I | |
{ ! + 0,076250 I + 0,120213 { + 0,67
! I i | |
! ! I ! !
[ I 0, 846230 I 1,334115 ! 20,18
! e INFERIOR | ! | !
} { + 0,035874 | + 0, 056556 ! + 0,71
| ! 1
! | ! ! |
! | 4,195045 ! 6,613659 ! [
I e TOTAL ! I | 100,00 {
t I * 0,134989 ! + 0,212817 ! :
! ! !
| ! I ! |
! ZONA l V. CALCULADQ f V. REAL [ PORCENTAJES
! { l ! l
| { [ | !
! | 0, 795588 I 1,254277 | 28,02 !
I o1 SUPERIOR | | I !
! ! + 0,035876 l + 0, 056560 : + 1,14
{ ! {
I | l | {
| ! 1,389394 ! 2,190437 } 48,89
I o<1 MEDIO ! { ! !
{ | + 0, 047079 I + 0,074221 | + 0,69 }
{ ! { {
! ! l | I
{ { 0,656148 ! 1,034443 ! 23,09 !
I a1 INFERIOR | | I f
: ! * 0,030029 ! * 0,047344 { + 0,76 5
| ! i
! { ! | [
] [ 2,841130 { 4,479157 { {
' «x1 TOTAL I ! ! 100,00 !
! ! + 0,078582 ! + 0,123888 I :
! ! | |
T

Todos los valores de vollUmenes se expresan en ma®



VOLUMENES 12

Volomenes y porcentajes medios estimados para los sectores oxe,
<1 y 3 del NGLd, asi como para el total del nucleo (intervalo de

confianza del 95%).

| | ] | !
} ZORA ! V. CALCULADO ! V. REAL ! PORCERTAJES
] i ]
! [ ! I !
I ! 4,195045 | 6,613659 ! 59,61
{ <xe TOTAL ! ! f {
! | + 0,134989 | + 0,212817 | * 0,98
| % . { :
I ! 2,841130 { 4,479157 ! 40,39
I ocx TOTAL | ! [ !
} 1 + 0,078582 | + 0,123888 : + 0,98
!
! ! | | !
! ! 7,036174 | 11, 002816 !
! SECTOR «x ! | { 100, 00 {
} ! + 0,161122 { + 0,254014 {
! { I
I { f | {
: ZOKA : V. CALCULADQ | V. REAL ; PORCENTAJES :
|
! ! | | |
! ! 7,036174 I 11,092816 ! 90,75
| SECTOR «x ! ! } !
: i + 0,161122 | + 0,254014 ] + 0,45
! |
! ] ] t !
f { 0,718615 ! 1,132925 | 9,25 !
I SECTOR B I | ! |
: ! + 0,047898 ] + 0,075515 { + 0,45
1 l i
] f ! | !
| | 7,754789 f 12,225741 !
I Vv NUCLEO { ! ! 100, 00 |
: ! + 0,198009 { + 0,312167 : :
| !
t

Todos los valores de vollGmenes se expresan en mu®



Sector o

Sector e SECTOR B

SECTOR <«

Figura IV-22._ Representacién grafica comparativa de los volamenes medios

ocupados por los sectores o {(cxetcx:) y 8 del NGLd del conejo.
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4. DETERMINACION DEL NUMERQ DE NEURONAS. CALCULO DE LA DENSIDAD
NEURONAL.

Después de haber calculado los volimenes ocupados por cada zona
del NGLd, se procedié a determinar, en cada una de ellas, el numero total
de neuronas. Para tal fin se realizaron recuentos neuronales, en las dife-
rentes zonas, en muestras constituidas por paralelepipedos de recuento, tal
y como se explica en las secciones 7.1 y 7.2 de Material y Métodos. A par-
tir de dichos recuentos neuronales se llega a calcular el numero total de

neuronas en cada una de las zonas de estudio.

En primer lugar, es preciso determinar en cada zona, qué numero
de paralelepipedos es necesario elegir para realizar los recuentos, de modo
que los valores obtenidos sean representativos del total de la zona
correspondiente. Para ello hemos de calcular previamente el namero total de
paralelepipedos (N) existente en cada zona; este calculo se realizé, tal y
como se detalla en el apartado 7.2 de Material y Métodos, mediante la

expresion

Volumen de la zona

Volumen del paralelepipedo unidad

N deberé ser siempre un numero entero, por lo cual, habremos de aproximar,
ya sea por defecto o por exceso, los decimales obtenidos al aplicar la
expresién anteriormente expuesta. Este modo de proceder es valido, puesto
que una poblacién estadistica ha de contener un numero entero de elementos,
en nuestro caso paralelepipedos de recuento. Como es légibo y se deduce al
observar la expresién que nos calcula N, el numero total de paralelepipedos

sera mayor en aguellas zonas cuyo volumen sea superior.

Para determinar, en cada caso, el numero (n) de paralelepipedos
que han de componer la muestra donde se han de llevar a cabo los
recuentos, hemos utilizado 1la férmula de Azorin Poch (1972) expuesta

igualmente en el apartado 7.2 de Material y Métodos. En esta expresion



figuran ¥ (numero total de paralelepipedos), una constante (), asi como la
varianza de la poblacisn (S2), y “"e" o error maximo admisible para lo que
se estima como numerp total de neuronas y que se obtiene a partir de la
media de la poblacién (X). Para el calculo aproximado de X y S%, efec-
tuamos previamente recuentos en un reducido nameroc de paralelepipedos o
muestras piloto de cada una de las zonas de estudio; los valores obtenidos
en cada zona se aplicaron en la férmula de Azorin Poch. De este modo
calculamos el numero de paralelepipedos (n) en los que se deben efectuar
los recuentos para llegar a determinar el nimero total de neuronas y que

éste sea significativamente exacto.

En todos los casos, el namero de paralelepipedos que deben de
escogerse para componer la muestra fue similar, con excepcién del sector
3 en el cual, dicho nimero era mayor. Este hecho es debido a la baja den—
sidad de neuronas por paralelepipedo que aparece en el sector f3 en rela-
cién con las demas zonas, pudiéndose afirmar que el numero de paralele-
pipedos sobre los que se deben realizar los recuentos, para que el numero
total de neuronas sea significativo con respecto al total de la poblacién,
es tanto mayecr cuanto menor es el numero medio de neuronas contenido en

cada paralelepipedo de recuento.

Una vez realizados los recuentos para cada zona de estudio, en
cada uno de los diez NGLd empleados, se procedié a determinar el namero
medio de neuropnas por paralelepipedo (X), junto con su correspondiente

error estandar para un nivel de significacién del 95%:
X * txSm (to,es = 1,96)

Estos valores se presentan en los cuadros RECUENTOS-1 a
RECUENTOS-10 (cada cuadro corresponde a un NGLd distinto), y junto a ellos
también se ofrece el numero total de paralelepipedos (K) de cada zona. Este
ultimo dato resulta necesario para la estimacién del namero total de
neuronas para cada zona, tal y como se indica en la expresion propuesta en

la seccién 7.3 de Material y Métodos.
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No obstante, ya hemos mencionado que los valores del nomero
total de neuronas (X.) son inexactos ya que se produce una sobreestimacion
del nameroc real de células, dehido al efecto del grosor finito de la
seccién (efecto Holmes). Para paliar el "efecto Holmes", es necesario
multiplicar cada uno de los valores del numero total de neuronas por un
factor de correcciénm <(f). De este modo obtendremos los valores del namero
real de celulas (X») para cada zona, los cuales también se exponen en los
cuadros RECUENTOS-1 a RECUENTOS-10, junto con sus respectivos intervalos

de confianza para el 95%.

El factor de correccién (f) se calcula a partir del radio medio
nucleolar (ﬁ), obtenido midiendo los didmetros de una muestra suficiente de
perfiles nucleolares (500 nucléolos) de acuerdo con la férmula de
Azorin Poch. Asimismo, es necesario hallar el valor del perfil nucleolar
del radio mas pequefio observado dentro de la muestra. Con estos datos, gue
pueden observarse en la tabla III-1, y aplicando las férmulas de Floderus
(1944) y Marrable (1662), tal y como quedd expu"esto en la seccién 7.5 del
capitulo correspondiente a Material y Métodos, se obtiene el siguiente

valor de f£f:

+
I

grosor del corte (15 um)

ol
i

diametro medio nucleolar (2,61 pm)

K = 0,57 pm

Junto al ndamero medio de neuronas por paralelepipedo, numero
total de paralelepipedos por zona (N) y valores del numero real de células
(X+) para cada zcna, en cada cuadro se recogen los valores de la densidad
neuronal media asi como sus respectivos intervalos de confianza del 95%.
Dichos valores se obtienen al relacionar el numero real de neuronas X.),
en las correspondientes zonas, con el velumen real o no retraido (Ve)

ocupado por ellas.
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Notese que si efectuamos la suma algebraica del numero real de
células (X.) de las zonas superior, media e inferior del sector <&xe 0 del
sector oxi, ¢ bien, si sumamos el nimero real de células Xw) de los
sectores o y f3, los resultados no se corresponden con los presentados en
las tablas. Esto se debe a que en el calculo del nimero medio de neuronas
por paralelepipedo para los sectores oxe TOTAL, oc: TOTAL y o< TOTAL se
ha partido, tal y como recomiendan los tratados de Estadistica consultados,
del total de los recuentos efectuados en esos sectores, y no de las medias

correspondientes a las diversas zonas de los mismos.

El nimero real de células (X.) es un dato que resulta impres-
cindible no sélo para el calculo de la densidad neuronal, sino tambien para
el analisis de poblaciones celulares, ya que a la hora de determinar cual
es el numero de neuronas representativo del total de una poblacién, y que
por tanto hemos de analizar, es necesario saber cual es el tamafio de esa

poblacién,

Finalmente, resulta interesante destacar algunas conclusiones
que a simple vista se desprenden de la observacién de los cuadros. En
primer lugar, puede observarse que existe una apreciable diferencia de
densidad entre el sector cxe y el sector o1, siendo ésta més alta en el
primero de ellos en, aproximadamente, unas 10 células/10€ pm®. En cuanto
al sector f3, su densidad neurcnal es la mas baja del NGL4, oscilando entre

8,6 y 6,6 células/10° um=.

Ademas, dentro del sector <xe se da la circunstancia de que en
todos los casos (es decir, en los diez NGLd estudiados), la zona inferior
presenta valores de densidad algo mas bajos (aproximadamente. de 5 a1
células/10% um®) que la zona superior y la zona media; estas dos ultimas
por su parte presentan valores de densidad muy similares que oscilan entre

27,6 y 24,3 células/10® um®.

Con respecto al sector o<x, los valores de densidad oscilan

entre 17,3 y 13,3 células/10% um®, y si bien dichos valores experimentan
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una disminucién desde la zona superior, donde se encuentran los més altos,
hacia la =zona inferior (1o cual se cumple en siete de los diez NGLd4
estudiados); dichas variaciones no son demasiado grandes por lo cual seré
necesario recurrir a un test de comparacién de medias, para establecer si
en este sector del nucleo, las variaciones observadas son producto del
azar o, si por el contrario, tal y como parece ocurrir en el «xe, responden
a un patrén definido segun el cual existiria una mayor densidad neuronal

en las zonas superior y media que en la inferior.

Todas estas consideraciones quedan reflejadas y resumidas en el
cuadro RECUENTOS-11, en donde se exponen los valores medios de densidad
estimados, en general, para el NGLd. Obsérvese como, en efecto, los valores
de densidad neuronal decrecen desde la zona superior del nucleo hacia la

inferior.
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RECUENTOS 1

Valores estimados para el NGLd: Gl-Horizontal

(Intervalo de confianza del 95%)

|

] | | !

| i N2 medio de i N2 total i X2 real de | Densidad media

| ZONA | neuronas por I de paralele-! ceélulas (X.) | expresada en

f | paralelepipedo | pipedos. (¥>i f = 0,911 I céls./10% um®

f ! i 1 I )

EDDDRRDNNRNDRDBIDIND BRI DN RINNNRINNDIDRDIINDINNRRNNDIRDNRNNDNINNRNDRNNRNNNIRNNDNDNNINNNNY

| f 1 ]

| e SUPERICR | 20,750 = 0,688 | 2514 I 47523 = 1576 | 26,105 * 0,866

t | { f |

| i | | |

: e MEDIO I 20,863 £ 0,430 | 4407 I 83760 t 1726 : 26,250 = 0,541
| | {

{ | | | i

I e INFERIOR | 19,250 £ 0,589 | 1789 | 31373 £ 960 | 24,219 * Q,741

| t | | |

] } ! | |

: e TOTAL | 20,505 £ 0,326 | 8710 | 162703 + 2586 1 25,799 + 0,410

| |

ERDRIRNRNNIINNNNNRNRINNNNNNRNNN NNBRADIBAIRINNNINDIRNNIRDINNINIDNNNNINIDNNNDNNDDNNNNNDIDNNNINND

| ! ! ! ]

| o1 SUPERIOR | 13,387 £ 0,461 1 16381 | 20623 + 710 1 16,838 * 0,580

| | | | t

| | | { |

} o1 MEDIO I 12,836 + 0,546 | 3068 | 35876 £ 1526 : 16,148 = 0,687
| | |

| f { { {

| ocr INFERIOR { 12,305 £ 0,297 | 1394 { 15627 £ 377 | 15,488 x 0,374

| 1 | | }

| | | | |

| e TOTAL | 12,695 £ 0,233 | 6153 1 71160 x 1306 1 15,972 * 0,293

{ i | {

LR DR IR NN DD R DD DRI NIRRNR NN DI DDIDBNNNRIDINNINININNRIDINDDINNNINDNNNNNNNNNBRN NN RNINININ

i { | {

i SECTOR «x | 16,804 £ 0,350 | 14863 | 227529 * 4739 | 21,142 * 0,440

| { | ! i

i | | | |

} SECTOR 3 ! 6,3%4 + 0,323 | 1448 I 8435 = 426 } 8,045 = 0,406
t { i -

(1>._ El nimero real de neuronas (X.) resulta de multiplicar el numero total de la
mismas (X.) por el factor de correccién calculado para el “efecto Holmes" y que €

nuestro caso es f = 0,811.

(2)._ La densidad neurcnal media para cada zona (§) es el cociente entre el nimer
real de células (X..); obtenido a partir del ndimero total de neuronas (X«) una ve

efectuada la correccién debida al efecto Holmes; y el volumen real (Ve) de la zona.



RECUENTOS =2

Valores estimados para el NGLd: GZ2-Horizontal

(Intervalo de confianza del 95%)

]

] ] ! |
| { N2 medio de i N9 total I N2 real de | Densidad media
| ZONA | neuronas por | de paralele-! células (X.) | expresada en
{ ! paralelepipedo | pipedos. (M)1I £ = 0,911 I cé slfﬁgj pm=
| | (¢D) l
IRRDDRRIRBINNNRBRBDDNIBRNRIRNDRIDDBNINRNIDBBNBNNNIDNDDINDNDINININDRNNNNDNDNDIRDNDINNDINNNY
| | ! | |
: e SUPERIOR : 20,410 £ 0,460 : 2311 | 42070 = 968 | 25,684 + 0,579
| {
I } | | |
| oxe MEDIC i 21,363 + 0,394 | 4332 i 84308 + 1555 : 26,877 + 0,496
| I | |
| ! | ! }
| e INFERIOR | 17,347 + 0,503 | 1747 | 27608 + 801 | 21,821 * 0,633
| | i ] ]
{ f { | ]
} e TOTAL I 20,277 £ 0,306 | 8390 | 1540983 + 2339 | 25,511 = 0,385
] i |
EDNNRDDNRDNNNNNNNIRIBRNNDIR AN DNNBAIRNNDIR RN DNNADNDNRR NN NN NDNNANNNNRN RN NNIRRNNNNNNNY
| | | { |
: <1 SUPERIOR | 13,819 £ 0,458 | 1588 [ 19962 = 663 | 17,383 = 0,576
I | | |
i ! ! ] |
| o1 MEDIO I 13,291 £ 0,284 | 3017 | 36530 + 781 | 16,724 + 0,358
| j | | I
i | b { |
: <1 INFERIOR | 12,949 £ 0,435 | 1458 | 17198 £ 578 | 16,287 + 0,547
! | ! !
i l f ! |
| oz TOTAL I 13,348 £ 0,214 | 6063 | 73726 = 1182 | 16,793 * 0,269
} i | | l
LR IR NI RNINNINNRRRDIRRDININIRRNNDNDINDRNRINRDINDINNDRNNDINNRRNNNDDNIBRNNNNNNINRDNNY
{ i { ] {
| SECTOR x ! 17,042 £ 0,325 | 14453 | 224387 + 4279 | 21,441 * 0,400
! ] } | |
| | | i |
I SECTCR R : 6,250 £ 0,299 | 1415 : 8844 + 385 | 8,632 £ 0,376
| | i

(1)._ El numero real de neurcnas (X.) resulta de multiplicar el nimero total de l
mismas (X.) por el factor de correccién calculado para el "efecto Holmes" y que ¢

nuestro caso es f = 0,911.

(2)._ La densidad neuronal media para cada zona (§) es el cociente entre el numes
real de células (X.); obtenido a partir del nimero total de neuronas (Xe) una v

efectuada la correccién debida al efecto Holmes; y el volumen real (Ve) de la zona.



RECUENTOS 3

Valores estimados para el NGLd: G3-Horizontal

(Intervalo de confianza del 95%)

| } | t

| v | N° medio de i N2 total I NC real de | Densidad media

| ZONA { neuronas por | de paralele-! células (X.) | expresada en

I | paralelepipedo | pipedos. (M1 f = 0,911 | cels./10% um®

! | J i 12 | 2)

IR DNRID NN NN RN I NR DD RN R NINN DRI NN NNINNRANRDNRDNNDNNANND RN I NN DNINNRND NN R NN N NNNNN

| | | { |

: e SUPERIOR t 19,300 = 0,820 | 2669 | 46027 + 1994 | 24,280 £ 1,032
| | | {

! i | | |

: e MEDIO { 19,800 * 0,827 | 4733 | 85373 + 3566 | 24,910 % 1,040
| | | |

] | i ] ]

: e INFERIOR | 17,280 £ 0,593 | 2017 I 31752 £ 1090 | 21,738 = 0,746
| } | |

| | ! ! |

} e TOTAL | 18,793 % 0,467 | 9419 | 161257 £+ 4007 | 23,642 x 0,587

| | |

ERDDNDRINRNNND RN AR NAD NN NN NN N NN N NN ANHINDRIN NI N NND DR DI NNNNNNNNNNNNANNNANNINDANN NN N NN

| | | | |

: o1 SUPERICR | 11,460 x 0,541 | 1784 | 18625 = 879 | 14,414 * 0,680
| ! | {

! ! } ] I

: <1 MEDIO ! 11,222 £ 0,550 | 26490 | 30148 = 1478 | 14,120 x 0,692
i { i |

i | | [ |

: <1 INFERIOR { 10,532 £ 0,509 | 1397 | 13404 + 648 | 13,255 x 0,641
! ! ! }

] } | i ]

| o1 TOTAL 111,036 = 0,312 | 6130 | 61630 + 1743 1 13,885 = 0,393

! j {

IDDNDNRRDINRIRNIRDINDAIRNRNDRRDIIDNNBRRIDINNINNNIDDIDNNDNNNNRNDNNINRNNDNINNNDINNDINNNDNNND NN

{ | t ] }

|  SECTOR << | 14,718 * 0,509 | 15549 | 208483 + 7210 | 18,517 % 0,640

] } | | |

f | | ! !

| SECTOR 3 | 5,025 % 0,255 | 1599 : 8036 + 371 | 6,938 * 0,320

i | ! !

(1>._ El niémero real de neuronas (X.) resulta de multiplicar el numero total de Lk
micmas (X«) por el factor de correccién calculado para el "efecto Holmes" y que «

nuestro caso es f = 0,011,

2)._ La densidad neurcnal media para cada zona {(§) es el coclente entre el nume
real de células (X,); obtenido a partir del namero tctal de neurcnas (X+) una v

efectuada la correccién debida al efecto Holmes; y el volumen real (Ve) de la zona.



RECUENTOS 4q

Vaiores estimados para el NGLd: G4-Horizontal

(Intervalo de conflanza del 95%)

l { |
I N© medio de | N° total { N2 real de { Densidad media
ZONA | neuronas por | de paralele-! células (X.) | expresada en
| paralelepipedo | pipedos. (! f = 0,511 I cels./10% um®
{ [ 6D | 2
NRDRNRIRNNNANBNNNNNRANNNNDIN AR D NN RN DN NN DD NN NIRNNNRNNIRNRNNNDINDIDNNNDINDNNNNNINNNH Y
f I ]
cxe SUPERIOR 19,880 + 0,819 2727 49388 + 203% 25,010 = 1,031

!
|
|
{
!
!
| !
} ! ! i !
: { l { {
| ! { !
: e MEDIO | 19,820 = 0,771 | 4847 I 87518 £ 3404 | 24,938 * 0,970
! I { {
l f ! ! I
: e INFERIOR 1 18,000 = 0,878 | 1924 [ 31550 * 1539 | 22,641 £ 1,104
| ! I
[ { { I !
: e TOTAL } 19,233 = 0,493 | 9498 | 166417 + 42606 | 24,197 £ 0,620
! | L
LR NNRRNRNNNDNNRANDNNNDNNNN N NADNBRNNIRNNNDNN DR NNDNNANDANNINNDANNRNNINANR RN N NN Y
{ ! [ ! {
| or SUPERIOR | 11,400 = 0,488 | 1613 {16751 = 717 | 14,343 z 0,614
f [ ! { I
{ ! ! ) ]
; o1 MEDIO l 11,800 = 0,543 | 3257 { 35012 = 1611 { 14,845 + 0,683
| ! !
I I I | t
: <1 INFERIOR | 11,060 = 0,460 | 1680 I 169827 = 704 | 13,915 % 0,579
! I { {
I ! ! ! I
| oz TOTAL I 11,420 %= 0,290 | 6550 I 68144 + 1730 | 14,368 = 0,365
I I I { !
FORDANNNI NN NRN BN N NI NN ARDNRRNBANBANNRRNNNARNIRNNARNNRNDANIIRNNAN DA NDANNINNNIN NN Y
I !
: SECTOR «x { 15,327 = 0,527 | 16048 | 224077 £ 7705 | 19,283 * 0,663
{ ! { ]
I ! I ! [
{ SECTCR 3 I 5,432 = 0,265 | 1807 ! 8942 = 443 | 6,834 * 0,339
! ! I I

(1>._ El nimero real de neuronas (X.) resulta de multiplicar el nimero total de la
mismas (X«) por el factor de correccién calculado para el “efectoc Holmes" y que e

nuestro casoc es f = 0,911.

(2)._ La densidad neuronal media para cada zona (§) es el cociente entre el numer
real de células (Xr); obtenido a partir del nGmero total de neuronas (Xe) una ve

efectuada la correccién debida al efecto Holmes; y el volumen real (Ve) de la zona.



RECUENTOS S

Valores estimados para el NGLd: Gl-Frontal

(Intervalo de confianza del 95%)

! | : |
i N2 medio de | N2 total I N2 real de { Densidad media
ZOKA | neuronas por I de paralele-! células (X.) | expresada en
| paralelepipedo | pipedos. (01 f = 0,911 I cels./10% um®
I [ 1) | 2)
DININDBANANBNNNDDIIARNINININNDNININAINININANINANINNDDININNNNNNNRNRNDIRININDIDNNNNNN
! ! | !
e SUPERIOR | 21,922 % 0,772 2601 51944 + 1829 | 27,574 £ 0,971

t

!

i

{

I

|

!

! ! ! I !

I ! ! { :

| | I J

| e MEDIC { 21,280 = 0,778 | 4478 { 86811 % 3174 | 26,775 £ 0,979

! ! | ] |

! ! ! } !

| e INFERIOR | 19,960 % 0,800 | 1698 I 30876 x 1238 { 25,109 = 1,007

I | ! |

{ ! ! f {

I e TOTAL ! 21,060 = 0,468 ! 8777 | 168393 *+ 3742 l 26,494 = 0,589

! ! !

IRNANNANNNNARNNNNNNDANDINRANNANIRNNRNNNNRNNDINNNRNNNNNNINNNNANNANDNNNNNINDINNNNY

| | | I [

1 < SUPERIOR | 13,580 = 0,577 | 2003 I 24780 £ 1053 1 17,083 + 0,730
{ { ! |

] ! | ! !

: < MEDIO [ 12,860 = 0,537 | 3243 { 37993 1586 | 16,182 + 0,676
! ! ! !

I { [ { {

| <x INFERIOR [ 12,640 * 0,548 | 1405 { 16178 £ 701 : 15,901 = 0,689

I ! ! |

I I ! ! |

| ez TOTAL I 13,027 = 0,324 | 6651 | 78931 x 1963 | 16,390 % 0,408

! ! I [ I

ERRRARNRDNDDNNNNDRNNNNNNN N BN NNDNNANNDRNNNNNNNDNNINNNNNNINNNINNANNIDRN DI N DINNNNHN

I | ! ] !

I SECTOR « ! 17,057 + 0,536 | 15428 { 239735 = 7533 l 21,459 = 0,674

! | ! !

l ! f [ |

I SECTOR B { 5,985 x 0,202 | 1524 ! 9121 = 405 i 8,264 = 0,367

| i : ! !

(1)._ El numero real de neuronas (X.) resulta de multiplicar el nimero total de la
mismas (X+) por el factor de correccién calculado para el “efecto Holmes" y que e

nuestro caso es f = (0,011,

(2)._ la densidad neuronal media para cada zona (§) es el cociente entre el namer
real de células (X.); obtenido a partir del numero total de neuronas (Xo) una ve

efectuada la correccién debida al efecto Holmes; y el volumen real (Vw) de la zona.



RECUENTOS S

Valores estimados para el NGLd: G2-Frontal

(Intervalo de confianza del 95%)

! i ! I
| I N2 medio de I N2 total I N2 real de | Densidad media
! ZONA I neuronas por { de paralele-! células (X.) | expresada en
{ | paralelepipedo | pipedos. ()i £ = 0,911 I céls. /10 um®
| l | | 1L 1 (2)
ERRRNRNNIDNNRNNINNDBNNRNDINRNBRNRNNARNINNDDNIDNDININNINNNAR NI NNANNNINNANNINNANNNNY
t ! ! ! |
: e SUPERIOR | 20,880 % 0,881 | 2916 | 55467 * 2340 | 26,267 + 1,108
| [ { |
I | | ! !
} e MEDIO I 20,580 £ 0,720 | 5181 I 97135 % 3398 | 25,892 = 0,906
| | ! !
! ! ! ! !
: e INFERIOR : 18,760 £ 0,576 | 1783 | 30472 £ 936 | 23,598 £ 0,725
! l |
[ ! | I !
s e TOTAL I 20,073 = 0,448 | 9880 | 180671 * 4032 | 25,253 = 0,564
! ! L
TRNNNDRARRN NV NN AR NNPININN AN DN ARRNNINNNDYNINNDNNN NN NN IRNNBNNN AN RANNNNANRAINANNNY
| l l [ l
: o1 SUPERIOR } 11,540 £ 0,508 { 1864 I 19567 + 863 | 14,520 = 0,639
| [
! l ! ! |
} <1 M¥EDIO I 11,220 £ 0,502 | 2097 I 30633 £ 1371 | 14,115 £ 0,632
! J [ !
l l l [ l
} o: INFERICR | 11,018 % 0,548 | 1458 I 14635 = 728 | 13,862 = 0,690
! ! ! !
! I ! l !
: o TOTAL | 11,250 £ 0,302 | 6319 | 64762 * 1738 | 14,154 * 0,380
! | : | i
ERRININNIRNNNDNNDDNRRNNARNRDNNRNNDNNNINNDDNINNDNNIDDNNRRNANNANNARNANDNANNAINNNNNY
! [ I |
' SECTOR «x t 15,575 = 0,563 | 16199 I 229845 * 8308 | 19,594 + 0,708
! { I I f
! | l ! !
; SECTOR B I 5,735 = 0,269 | 1676 ! 8757 £ 411 1 7,214 £ 0,339
! I ! i

(1>._ El nimero real de neuronas (X.) resulta de multiplicar el numero total de le
mismas (X+) por el factor de correccién calculado para el "efecto Holmes" y que ¢

nuestro caso es f = 0,611,

(2)._ la densidad neuronal media para cada zana (6) es el cociente entre el numer
real de ceélulas (X.~); obtenido a partir del niumero total de neuronas (Xu) una e

efectuada la correccién debida al efecto Holmes; y el volumen real (Vs) de la zona.



RECUENTOS (4

Valores estimados para el NGLd: G3-Frontal

(Intervalo de confianza del 95%)

|

! ] ] {
I I N2 medio de | K2 total | N2 real de i Densidad media
! ZOXNA | neuronas por | de paralele-! células (X,) | expresada en
: I paralelepipedo | pipedos. (NI f = 0,911 I cé s./lgj pm®
) (&P ! <

FRARINNNDINNN DR BRINDN BN VRN DN DIRN N NERRN DN NN BBRNN RN NI BED D BDBIANI DL IARD NN IR D DR RN BN
| | | I |
| e SUFPERIOR | 20,960 + 0,790 | 2702 b 51594 + 1044 : 26,371 £ 0,994
| | i |
| | I | |
{ e MEDIO I 20,320 = 0,742 1 4596 I 85079 = 3107 i 25,565 £ 0,934

| | ! |
i ! ! | ] !
| e INFERIOR | 18,860 * 0,849 | 1994 [ 34260 x 1542 | 23,724 £ 1,068
i i ) I I |
] | | ] | l
: e TOTAL I 20,047 £ 0,477 | 9262 I 160698 + 4038 | 25,221 = 0,600

I | J )
TRRINNABIN RN DN NDIR RN NNND DN NDND D NN ABI NN D BIRANN NI DD ADN N DN DRNA NN DR AR DN DI NN N D DB DN DN |
{ | | I |
; o SUPERICR [ 12,160 %= 0,508 | 1722 | 19076 = 797 : 15,303 = 0,639 |

| { ! I
} ] ] | | |
: <1 MEDIO : 11,520 = 0,552 | 3074 | 32260 £ 1546 l 14,461 £ 0,694 :

| [

i o ] | { {
i or INFERIOR | 11,400 £ 0,554 | 1383 I 14363 = 698 | 14,342 = 0,697 :
] ] ] ] !
i I f I ! I
| o TOTAL | 11,693 £ 0,314 | 6179 | 66012 * 1768 | 14,754 = 0,395 |
| J f i | |
l))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))l
! ] { |
: SECTOR x I 15,870 £ 0,553 | 15471 | 223673 + 7794 | 19,066 + 0,606 ;

i ! I |
! | | ! ] |
| SECTOR B I 5,815 £ 0,274 | 1810 ] o588 £ 452 : 7,317 £ 0,345 :
| l ! !

(1>._ El nimero real de neuronas (X.) resulta de multiplicar el numero total de las
mismas (X.) por el factor de correccién calculado para el “"efecto Holmes" y que er

nuestro caso es- f = 0,011,

(2)._ la densidad neuronal media para cada zona (§) es el cociente entre el numerc
real de células (X.); obtenido a partir del nuimero total de neuronas (X.) una ve:

efectuada la correccién debida al efecto Holmes; y el volumen real (Ve) de la zona.



RECUENTOS 8

Valores estimados para el NGLd: Gl-Sagital

(Intervalo de confianza del ©5%)

!

| | | | :
| i N2 medio de | N° total I N2 real de | Densidad media
] ZOXNA | neuronas por I de paralele-I células (X.) | expresada en
{ | paralelepipedo | pipedos. (M1 f = 0,911 I céls./10% um™
! | I ' ! 0D | 2)
TDRNINRDNRNNNDNDND DR D NDND NI NI NN DN DDA NN NN D NIDBEI NN BIN NI DN RN DN AN DDA DN N AN NN DR BAND
| | | |
: e SUPERIOR | 20,540 = 0,673 | 2477 [ 46350 x 1519 | 25,836 t 0,847

| | { |
| ! | | i
| e MEDIO i 20,902 = 0,727 i 4622 i 88011 = 3061 | 26,298 + 0,015
! | | | |
} ( ! { |
| exe INFERIOR | 19,431 % 0,824 | 1650 | 20208 + 1239 | 24,448 + 1,037
i | | | |
| ! | | |
: e TOTAL I 20,290 £ 0,439 | 8749 | 161718 + 3499 | 25,526 + 0,552

| [ | 1 I
| ))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))i
| i | i { !
: o1 SUPERIOR ; 12,600 + 0,537 | 1626 I 18665 = 795 | 15,851 + 0,675

| | | \

{ { | | | [
} o1 MEDIQ ! 11,980 = 0,528 | 3100 I 3838383 x 1491 1 15,071 = 0,664 |

| I ] | |
| | | | { Co
I oz INFERIOR | 11,540 £ 0,563 | 1458 I 16825 = 748 1 15,941 = 0,709
| ! | | { |
| | | | | |
I o1 TOTAL I 12,040 + 0,319 | 6184 I 67827 x 1797 t 15,147 £ 0,401
| | | . | |
I )))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))}))))))))))))))))))))))|
| f { | I
I SECTOR «x | 16,178 = 0,538 | 14903 I 220085 + 7319 : 20,393 = 0,677
! | ] §
| t | t | |
2 SECTOR 3 I 5,926 £ 0,282 | 1616 i 8724 £ 415 | 7,454 x 0,355 :
! ! | | I

(1)._ El numero real de neuronas (X.) resulta de multiplicar el numero total de la:
mismas (X.) por el factor de correccién calculado para el “efecto Holmes" y que e

nuestro caso es f = 0,911.

(2)._ Lla densidad neuronal media para cada zona (§) es el cociente entre el numert
real de celulas (X.); obtenido a partir del namero total de neuronas (X«) una ve

efectuada la correccién debida al efecto Holmes; y el volumen real (Ve) de la zona.



RECUENTOS o

Valores estimados para el NGLd: G2-Sagital

(Intervalo de confianza del 95%)

| i | i
} N6 medio de | K2 total | N2 real de | Densidad media
| | |
! | |

ZONA neuronas por de paralele-l| células (Xy) expresada en

paralelepipedo | pipedos. (oI f = 0,911 céls. /10 um®
1 i D L )
DRNNDARNI NN NN NNNR RN DN NN NN DN NN AR RN NN NNNRRRNNINNINDINNNNANNINDANNNN NN NI ND AN NN NP
! l |
oxe SUPERIOR | 20,560 = 0,748 | 2696 50497 + 1837 | 25,863 £ 0,941

I
{
!
|
|
!
I ]
! { [ !
i I ! |
! ! { ! !
: e MEDIO | 20,640 £ 0,678 | 4988 I 93789 x 3081 :
| | |
l | | ! {
{ e INFERIOR ! 19,020 = 0,703 | 1905 | 33008 £ 1220 ! 23,928 = 0,884
I { | | |
! ! ! | !
: e TOTAL } 20,073 = 0,425 : 8589 { 175349 = 3713 { 25,253 = 0,535
!
IR RN AR NN NN N D IR N INNN NN D INNRNN DN NIDANNINNBRNNINN NN RN NINNINDNIANNRRNININDNINNIY
l | ! | !
i oy SUPERIOR : 12,240 = 0,496 | 1735 { 10346 + 784 | 15,397 % 0,624
| | |
| ! | ! |
} 1 MEDIO { 11,980 = 0,483 | 2797 { 30526 % 1231 : 15,072 = 0,608
! ! |
I | ! ! !
| o¢x INFERIOR | 11,180 £ 0,484 | 1394 | 14198 + 615 | 14,072 £ 0,610
I ! ! l !
{ l ! ! {
! o1 TOTAL I 11,800 = 0,289 | 5926 | 63703 £ 1560 1 14,846 * 0,364
I { { 1 l
IR DN RRN DI NN RN NIN DRI NN NDP NN NNNNDRNNINNNNANINNINPINNNNNINNINNNNNNIDANNNAININNNNND
! | i
I SECTOR «x { 15,937 = 0,534 | 15515 | 225256 £ 7548 | 20,050 = 0,672
| ! | { !
{ ! ! { {
I SECIOR 3 | 6,088 = 0,301 | 1446 l 8020 £ 397 | 7,660 = 0,379
| ! ! ! I

(1>._ El nomero real de neuronas (X.) resulta de multiplicar el numero total de la
mismas (X.) por el factor de correccién calculado para el “"efecto Holmes" y que e

nuestro caso es f = 0,911,

@)._ La densidad neuronal media para cada zona (§) es el cociente entre el numer
real de células (X.); obtenido a partir del numero total de neuronas (Xe) una Ve

efectuada la correccién debida al efecto Helmes; y el volumen real (Ve) de la zona.

!
!
|
i
!
|
\

25,068 = 0,853



RECUENTOS 10

Valores estimados para el NGLd: G3-Sagital

(Intervalo de confianza del 95%)

!

[ | ! I
t N2 medio de ! N2 total I N2 real de | Densidad media |
Z0ONA | neuronas por | de paralele-! células (X.) | expresada en !
: paralelepipedo | pipedos. (M)l f = 2i911 | céls./10% um® |
i ! ) | {
NANRRRRNNNINNRNRNNIDDDNDNNDRNRN NN DN NNNRADIDNANINRDDINDNNDINDINNDINNININNIN AN N NN NI NN |
! { { ! }
e SUPERIOR : 20,880 = 0,865 | 2586 I 49190 % 2038 : 26,272 £ 1,089 :
! {
! ! i [ |
e MEDIO : 20,940 = 0,727 : 4529 : 86397 + 3000 { 26,347 £ 0,915 |
| !
| | } ! f
cxe INFERIOR : 18,120 = 0,570 | 1915 b 31612 =+ 994 |-22,790 = 0,717
! l !
! I I i [
e TOTAL : 19,980 = 0,469 | 9030 I 164362 + 3858 ; 25,137 + 0,590 :
! |
DRNNNNNNNNDNRNDINANNNDDINI NN NN NN UNNRNN NN NNBANNN NN NBANVANDINARN AR NN N NN NNNNY |
| | ! |
o1 SUPERIOR | 13,140 + 0,478 | 1695 : 20250 £ 738 : 16,534 £ 0,601
! !
! ! { | !
<1 MEDIO : 12,320 + 0,453 | 2748 | 30842 * 1134 : 15,497 + 0,570
I [
{ ! l ! !
o INFERIOR | 11,940 = 0,505 | 1261 | 15056 x* 580 i 16,496 £ 0,635 :
! { !
I | ! | !
o1 TOTAL I 12,467 = 0,286 | 5704 | 64783 x 1486 | 15,686 + 0,360
! ! | |
DRRRN NI RRRIN NN RNRRIAN N DN NN NN N BN RN NRNRNRBN NI NI DRNNNDNRNND NN RN NN NN IR NN BRI NN NN NN |
| | !
SECTOR {16,228 = 0,507 | 14722 t 217579 + 6800 | 20,3%4 = 0,637 :
| | [ |
! [ ! ! {
SECTOR 3 I 6,187 £ 0,288 | 1304 [ 7350 £+ 354 | 7,784 % 0,375 :
{ { { !

(1>._ El numero real de neuronas {X.) resulta de multiplicar el numero total de las
mismas (Xe¢) por el factor de correccién calculado para el "efecto Holmes" y que en

nuestiro caso es f = 0,911.

(2)._ La densidad neuronal media para cada zona (6> es el cociente entre el nomero
real de células (X«): obtenido a partir del namero total de neuronas (X.) una vez

efectuada la correccién debida al efecto Holmes; y el volumen real (Vs) de la zona.



RECUENTOS 11

Valores medios de densidad estimados para el NGLd.

(Intervalo de confianza del 95%)

|

| Densidad media
ZONA | expresada en

| céls./10% um®

RANDNANRNNANADNRANNNNNNRNNRAINN NN

|
e SUPERIOR { 25,026 0,655

+

e MEDIO 25,9882

H+

0,512

H

I
!
;
e INFERIOR | 23,402 0,845
I
{
{

e TOTAL 25,203

i+

0,599

DONUNANDIDINNRAINNINNINDINNNNNNINND

{
o1 SUPERIOR 15,767 * 0,865

<1 MEDIO 15,227

H

0,678

<1 INFERIOR 14,956 £ 0,893

ocr TOTAL

]
|
|
i
i
!
l
{
f
{ 15,200 = 0,738
|

ANNABNRRININANRNBIRBNRRRANRNNNNNND

20,220 = 0,572

SECTOR «x

SECTOR 3 7,614 £ 0,436

|
}
!
!
|
!




5. COMPARACION DE LOS VALORES DE DENSIDAD NEURONAL OBTENIDOS EN LAS
_DIFERENTES ZONAS DE LOS SECTORES e Y 1.



5. COMPARACION DE LOS VALORES DE DENSIDAD NEURONAL OBTENIDOS EN_LAS
DIFERENTES ZONAS DE LOS SECTORES e Y oXr.

Como se desprende de la descripcién de los cuadraos de densidad
neuronal y ya ha sido dicho en la seccién 4 de este mismo capitulo, existe
una apreciable diferencia de densidad entre 1los tres sectares que
constituyen el NGLd del conejo (e, ox1 y B, siendo esta mas alta en el
sector <xe (25,2083 * 0,599 cels/10® um®) que en el sector oz (15,200 =
0,738 cels/10% um?®), encontrandose el valor mas bajo de densidad neuronal
en el sector [3 (7,614 = 0,436 cels/10% um®). Por otra parte, dentro de los
sectores <xe y oxi, también se aprecian diferencias de densidad neuronal
dependiendo de la zona considerada <(superior, media e inferior); ahora
bien, dado que en este caso dichas variaciones no resultan demasiado
considerables, hemos de establecer con toda precisién si son producto del
azar, pudiéndose en este caso considerar que no hay variaciones reales, 0O
si, por el contrario, son debidas a una auténtica heterogeneidad existente

dentro de cada sector (cxe y oxi1) considerado.

Con este objeto se realizd, tanto para el sector <xe como para
el sector i, la comparacién de las medias obtenidas en las diferentes
zonas de cada sector. Para ello, en primer lugar, se recurrié a umn analisis
de la varianza mediante el estadigrafo F de Snedecor y dado que dicho
andlisis en ningin caso resulté significativo, a continuacién, se contras-
taron dos a dos las medias de las diferentes zonas de cada sector (a un

nivel de significacién del 0,05 mediante el test de Student (tu>.

Los valores obtenidos para el test de Student en cada
comparacion, se exponen en los cuadros de doble entrada T-1 y T-2. Llas
cifras que resultan ser significativas de una verdadera variabilidad se

resaltan con un asteriscao.
De una simple observacién de estos cuadros se saca la impresién

de que el sector o1, dado gue las variaciones para cada zona no resultan

ser significativas, es bastante homogéneo. En el sector e la densidad
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neuronal de la zona inferior resulta ser significativamente diferente de la
de las zonas superior y media, con lo que se puede pensar que en dicha
zona existe realmente una densidad neuronal mas baja que en el resto del

sector <xe.

Una mas profunda discusién de estos resultados se efectuara en

el comentario.
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TEST—1

Valores de ta obtenidos al comparar, en el sector e, las densidades neuronales medias

para tada zona,

} | | ] |
: ZONA I oxe SUPERIOR | oxe MEDIA | oxe INFERIOR :
] I | :
| | | | 2 |
i e SUPERIOR | ——=-=-- { 0,160 { 5,625 ]
! ] i |
| | ] } ¥ |
! e MEDIA { 0,160 [ { 6,222 !
| |
| ] * ] ¥ | |
: e INFERIOR | 5,625 ] 6,222 : —————— :
| L
TEST—=2

Valores de ta obtenidos al comparar, en el sector oz, las densidades neuronales medias

para cada Zona,

i | [ { {
: ZONA I <1 SUPERIOR | o<1 MEDIA | or INFERIOR !

! I ! !
{ ! i ! !
I oz SUPERIOR |  —---——- ! 1,171 ! 1,555 {
| { { _ L [
! I I | !
: o1 MEDIA ! 1,171 o mm—— : 0,576 !

! ! I
{ | | ! !
| <1 INFERIOR ! 1,555 ! 0,576 i :
! ! i1 |




6. ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS DE LAS POBLACIONES
NEURONALES EN EL SECTOR oxe DEL NGLd DEL CONEJG.



©. ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS DE LAS POBLACIQNES

Realizados los estudios anteriormente descritos y ya en condi-
ciones de poder abordar el analisis de poblaciones neuronales, escogimos
de las distintas regiones sometidas a estudio aquélla correspondiente al

sector xe.

Nos hemos limitado a estudiar los detalles celulares de esta
parte del geniculado, en primer lugar porque nuestra intencién fundamental
es la de sentar las bases para lo que pueda ser un procedimiento correcto
de distincién de poblaciones, evitando el que al estudiar varios sectores
estemos unicamente repitiendo el procese, no aportando con ello nada nuevo
al sistema de analisis y si acaso, cbmplicando 0 haciendo reiterativos los
resultados. Por otra parte, en cuanto a geniculado se refiere, quisimos
cefiirnos al sector «e unicamente, porque el conjunto de los estudios
programados habia de suponer un tiempo y trabajo cuantitativamente supe-
rior a lo que es una tesis ya de por si amplia. Se realizaron por tanto en
el material objeto (NGLd), aquellos estudios generales que suponian una
base necesaria para plantear la situacién de la zona, y luego, a efectos
del analisis poblacional, nos restringimos al sector e una vez delimi-

tado y comparado en su situascién con respecto a los sectores i y 3.

©.1. Anédlisis de la excentricidad del nucléolg.

Una vez obtenidas las muestras de perfiles neuronales para el
estudio de caracteristicas morfométricas; en cada una de las tres direc-
ciones de corte examinadas; el primer paso consistié en analizar cual era
la posicién que ocupaba el nucléplo demntro de la celula, tanto con respecto

al soma neuronal, como con respecto al niclec de la ceélula.

Evidentemente, dado que sélo se han considerado los perfiles que

incluyen el nucléolo, dependiendo de la posicién que ocupe este organulo en
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la célula el tratamiento de los resultados sobre los demas parametros

analizados habra de ser diferente.

Como ya se expuso en la seccién &.5 del capitulo correspondiente
a Material y Métodos, para estudiar el caracter de la excentricidad del
nucléolo se analizaron 250 perfiles neuronales en cada orientacién de corte
(horizontal, frontal y sagital). En ellos se determind, mediante el método
de Hemon y cols. (1981), la excentricidad del nucléolo con respecto al

soma asi como con respecto al nicleo celular.

Los resultados de nuestro analisis se ofrecen en las graficas
IV-1 & IV-6, en ellas se muestran las distribuciones estadisticas de 1los
valores de la relacién Ad/AD, en los perfiles analizados, para cada una de
las tres orientaciones de corte. Recuérdese que Ad es el area del circulo
cuyo radic es igual a la distancia comprendida entre el centro geométrico
del nucléolo y un punto de referencia {(en nuestro caso el centro geométri-
co del perfil neuronal o nuclear). En cuanto a AD, seria el area del circulo
cuyo radio comprende la distancia entre el punto de referencia (centro
geométrico del perfil neuronal o nuclear) y el punto mas alejado del
espacio contenedor del organulo, ya sea el perfil del soma o el del nicleo

neuronal.

Las gréficas IV-1, IV-2 y IV-3, se refieren a la exceniricidad
del nucléclo con respecto al perfil del soma neuronal (EX.NLO-S) en los
cortes horizontales, frontales y sagitales respectivamente. Comparando los
resultados que se muestran en estas figuras con los histogramas de la
figura III-9 (ver pagina 110), podemos concluir que dichos resultados se
ajustan al CASO A, en el que se puede considerar que el nucléolo ocupa una

posicion central en la célula.

Otro tanto se puede deducir de las graficas IV-4, IV-5, y IV-6,
correspondientes a la excentricidad del nucléolo con respecto al nacleo
neuronal <(EX.NLO-N) en 1los cortes horizontales, frontales y sagitales

respectivamente. Observese que las distribuciones de frecuencias de
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los valoures de la relacién Ad/AD, en los perfiles analizados en cada una de
las tres direcciones de corte, se corresponden igualmente con el tipo de
distribucién que supone considerar al nucléclo en el centro geométrico del

espacio contenedor, en este caso el nicleo celular.

Por G4ltima, el hecho de que los valares medios aobtenidos para la
excentricidad del nucléolo con respecto al nicleo sean mas altos que los
correspondientes a la excentricidad con respecto al soma neurcnal; como se
observa en la tabla IV-1; se debe, tal y como apuntan Hemon y cols. (1981),
a la influencia del tamafio de la estructura contenedora del organulo en
cuestién. Esta es la razén de por qué en el caso del nicleo los valores

nmedios son mas altos.

1 | i |
| HORIZONTAL |  FRONTAL |  SAGITAL |
{ | ] |
| | | I |
| SOMA | 0,147 | 0,170 i 0,175 ;
| | | ' | |
| 1 1 a |
1 NUCLEO | 0,249 1 0,271 | 0,263 !
| | | |

TABLA IV-1._ Valores medios de las distribuciones estadisticas
de la relacidén Ad/Ad, en cada una de las tres direcciones de
corte utilizadas <(horizontal, frontal, y sagital), tantoc para el

soma comc para el nicleo neuronal.

©.2. Consideraciones generales sobre el apalisis poblacianal.

Cuando en un conjunto celular o neurcnal se miden las areas de
sus perfiles, se obtienen valores que distribuidos en clases proporcionan
curvas de frecuencias para los valores hallados. Los diversos tamafios de
perfiles se pueden deber, tanto a la posibilidad de existencia de neuronas

de tamafios diferentes como a la diversa seccién que puede ofrecer una
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misma neurona de acuerdo con su tamafic y los distintos planos en que

puede ser seccionada.

En el conjuntc variado de perfiles pueden aparecer entremezcla-
dos valores de areas que pertenecen al perfil mayor de una determinada
poblacién, con valores que, siendo i1guales, pertenecen a secciones no
centrales de células o neuronas de tamafios superiores. Esta circunstancia
entorpece la posibilidad de catalogar sin mas a las neuronas, a través de
esos perfiles que se originan a partir de sus tamafios. Debemos contar sin

embargo con algunas consideraciones.

En primer lugar, contemplar el que a partir de la relacién entre
el tamafio real de un elemento y el grosor de los cortes histolégicos,
existe una probabilidad de obtener el perfil mayor y otra distinta de
obtener los perfiles menores. La mayor probabilidad corresponde siempre al
perfil mayor porque lo que siempre apreciamos al observar es la proyeccioén
del objeto, con lo que siempre se dard lugar a la observacién del perfil de
mayor tamafio que cubrird a los menores contenidos en el grosor del corte.
S6lo cuando los fragmentos no contengan al perfil mayor, podran dar lugar
a la observacién de perfiles de menor diémetro o tamafio. Imaginemos, por
un momento, que tenemos una poblacién de esferas del mismo tamafio; a
partir del diédmetro de esas esferas y del grosor de las secciones, se
podria construir un histograma de frecuencias para los distintos tamafics
de los perfiles que obtendriamos al seccionar dichas esferas; la frecuencia
méxima corresponderia a la clase del diametro de perfil mayor de las
esferas. Pero el problema suele ser el inverso, tenemos una serie de
perfiles que derivan de seccionar un conjunto de esferas de diversos tama-
fios, los cuales nos son desconocidos. Si al construir el histograma de
frecuencias, para el tamafio de los perfiles bbtenemos mas de un “pico”,
ello nos estad indicando que existe mas de una poblacién de esferas que
inciden en cada uno de los “"picos®, en los que se encontrarédn tanto los
perfiles de wuna poblacién cortada por su diametro mayor como perfiles
menores de poblaciones de mayor tamafio, pero aqui secciconados segin planos

secantes. Evidentemente, esta situacién no afectara a aquella poblacion que
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pertenezca al caso del nivel correspondiente a la clase de mayor tamafio.
Segin esto, el andlisis de los histogramas obtenidos experimentalmente,
conducira aproximadamente a conocer cuantogs tipos de posibles poblaciones
hay, asi como valores relativos a su proporcién y dimensiones. Para ello
debemos fijarnos, en primer lugar, en la clase de mayor tfamafio, ya que
ésta nos indica que a su nivel existe una poblacién cuyo didmetro coincide
con el diametro de los perfiles de dicha clase. Conociendo este diametro
es posible calcular la probabilidad de obtener, a partir de una fase, el
porcentaje de su perfil mayor y los distintos perfiles menores derivados
de esa fase. A continuacién, a partir de la frecuencia real obtenida para
ese perfil mayor y las probabilidades anteriormente calculadas, es posible
construir el histograma teérico que corresponderia a dicha poblacién y
restarlo del histograma experimental. Este proceso debera ser repetido
tantas veces como "picos" haya en el mencionado histograma experimental,
con lo cual, como ya hemos mencionado, llegariamos a conocer cuantos itipos

de esferas hay, asi como su proporcién y dimensiones (Weibel, 1979).

Sin embargo, en la practica ocurrird que, dependiendo del espé-
cimen estudiado, los elementos contenidos no sean esféricos sino que se
asemejen a figuras geométricas diversas. En el casc de las neuronas, estas
pueden adscribirse, fundamentalmente, a tres formas tridimensionales:
esferas, elipsoides y conos. Por consiguiente, lo primero que tendremos que
hacer en cada caso es realizar un analisis de los perfiles posibles que
puedan aparecer en la zona concreta de estudio, asi como sSus proporciones

segin el elemento de partida.

Otra consideracién a tener en cuenta es que este analisis de
perfiles se puede simplificar si en vez de considerar todos los perfiles
generados a partir de las neuronas, s6lo medimos y analizamos aquellos que
contengan nucléolo, pues con ello habremos conseguido eliminar muchos
perfiles, al considerar unicamente aquéllos que derivan de secciomar la
neurona segun planos que contienen el centro de los mismos. Esto es
posible m&s utilmente en casos como el nuestro, ya que el nucléolo (como

se vié en la seccién 6.1 de este misme capitulo de Observaciones y
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Fesultados) ocupa una posicion central en las células de nuestro estudio.
For tanto, se entiende que una tarea inicial, al emprender este enfoque de
an&lisis, es la de determinar en el material de estudio la ubicacién
general de nucléolo siguiendo la pauta que se describe detalladamente en la

seccion 8.5 del capitulo correspondiente a Material y Métodos.

Una vez que ya se ha determinado la posicién del nucléolo se
puede pasar a analizar detenidamente la forma de los perfiles derivados de
nuestro material de estudio, que resultaron ser exclusivamente elipticos o
circulares, entendiéndose que dichos perfiles provienen o bien de seccionar
una Onica poblacién de neuronas elipsoidales, o bien de una poblacién en la
que coexisten tanto neuronas elipsoidales como esferoidales. Este es el

problema de anédlisis poblacional al que nos enfrentamos.

Por todo ello y para acometer nuestro estudio, programamos en
primer lugar, obtener secciones histolégicas de 4cada una de las
orientaciones de corte (horizontal, frontal y sagital) y en ellas medir los
parametros de: &rea de los perfiles neuronales y nucleares, diametros
calibradores, factor de forma eliptica derivado de los mismos, relacién
nucleo/citoplasma, y é&angulo de inclinacién de los perfiles neuronales. A
partir de aqui y una vez efectuadas las correspondientes clasificaciones,
contariamos ya con un material debidamente agrupado sobre el que abordar

el analisis de poblaciones.

las graficas comprendidas entre 1los nimeros IV-7 al IV-18,
ofrecen los histogramas de distribucién de frecuencias relativas corres-
pondientes a las éareas de los perfiles que contenian nucléolo (en las tres

direcciones de corte: horizontal, frontal y sagital).

Inicialmente se pensd clasificar a partir de dos intervalos de

clase: de 40 pm® en 40 um=®, y de 80 pm* en 80 um=. Los limites inferiar y
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superior de la distribucién fueron 100 um® y 420 um®. Estos valores
coincidieran con los respectivos valores de area, menor y mayor,
encontrados en el analisis morfométrico de nuestro estudio. Conviene aqui
indicar que, en relacién con esta situacién antedicha, ocurrié ya en la
practica que a partir de dos perfiles conteniendo nucléolo y con un factor
de forma eliptica semejante, uno con 400 um® de area y otro con 140 um*=
de area, pudimos morfométricamente comprobar que deben provenir de
neuronas distintas, porque de una neurocna que produce un perfil de 400
umZ, si el nucléolo estéd centrado (tal es nuestro caso), raramente puede
derivarse un perfil de 140 um*® (que contenga nucléolo); salvo en
elipsoides seccicnados fransversalmente a su eje mayor y con factores de
forma eliptica muy bajos; pero ya hemos dicho que en la mayoria de
nuestros casos nos referimos a perfiles elipsoidales cuyos factores de

forma son préximos.

Contrariamente a lo expuesto en el parrafo anterior el problema
se puede presentar entre perfiles de areas mas préximas. Asi, por ejemplo,
un perfil de 220 um? de é&rea, puede corresponder a una seccién oblicua de
una neurona con un perfil central de 270 pmi de 4rea. No obstante, las
secciones presentan unos limites si han de contener nucléclo y sélo pueden
ser ligeramente oblicuas porque (para evitar otras contaminaciones) hemos
hecho simultaneamente un estudio y clasificacién de los perfiles segin su
factor de forma eliptica, y eliminado en el anadlisis la posibilidad de
confundir éareas transversales de secciones elipticas con otras que fueran
circulares (figura IV-23); posteriormente volveremos sobre este aspecto.
Por otra parte, hemos de entender que, por ejemplo, para un perfil de forma
eliptica de 21 um de diédmetro mayor y 11 pm de didmetro menor, su area
seria de 181,43 um®. Si ahora incrementamos su didmetro mayor en 1,5 um y
su diadmetro menor en 1 pum, su Area pasaria a ser de 212,06 um®; la
diferencia de areas entre los dos perfiles mencionados es de unas 31 um®,
que como facilmente se comprende no puede deberse a una desviacién
cometida al dibujar el perfil sobre el tablero digitalizador del analizador
de imagenes; el posible error no es pues imputable a las minimas deficien—

cias de dibujo (ver figura IV-24a). Si resulta cierto, sin embargo, que en
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Figura IV-22._ Se muestra graficamente comc las secciones oblicuas de una
neurcna eiipsoidal (A, con un factor de forma eliptica de 0,65, aunque
pueden dar lugar a perfiles mas pequefios, éstos =1 contienen nucleolo
tendran un factor de forma eliptica mucho mayor (por encima de 0,8). Del
mismo modo una neurona de factor de forma eliptica por encima de 0,8
(tendente a la esfericidad), tal y como se muestra en B, da lugar cuando se

la secciona oblicuamente a perfiles que si contienen nucléolo son similares

a su perfil méaximo.






Figura IV-Z4a._ 51 para umn perifil de forma eliptica de 21 um de diametro
mayor y 1l pm de diametro menor (area = 181,43 um*), incrementamos sus
diametros respectivamente en 1,0 um v 1 pm, su &area pasaria a ser de
212,06 um=; la diferencia de areas entre los dos perfilec mencionados seria
entonces de unas 31 um®, que como se observa en la figura es una diferen-
cia que no puede deberse a errores imputables a las minimas deficiencias

de dibujo.

Figura IV-24b._ Véase texto.
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el preparado histolégico una variacién de s6lo 1 um a 1,5 pm podria
deberse a una pequefia retraccién o a ligeras variaciones tintoriales, y
entonces observando la lmagen comparativa de los dos perfiles (181,43 pm=2
y 212,06 pum=®) se comprende que sélo por el perfil, seria prematuro
clasificarlos en grupos distintos. Por consiguiente, en la realidad seria
aventurado diferenciar las neuronas desde el punto de vista morfométrico
basadndonos en que (a partir de sus perfiles) se toman en consideracién
variaciones por debajo de 40 um=. Asi las cosas y como veremos posterior-
mente, se tomé el valor de 80 um2 como intervalo seguro de clase
(posibilidad de error tintorial + diferencias debidas a ligera inclinacién
en el plano de corte). En este sentido es de describir que si consideramos
una seccién oblicua proveniente de una neurona con un perfil mayor de
181,43 um?, tal y como se representa en la figura IV-24b, y calculamos la
disminucién de su diametro mayor (13,2 um), su &rea seria 114,04 pm=Z, que
como vemos implica una diferencia de unas 67 um?® con respecto al perfil
mayor gque podemos obtener de la mencionada neurona. Esta es la razén de
que se realizara la clasificacién, como se ha dicho, tomando como intervalo
de clase 80 um=, lo cual estaba mé&s acarde con estas posibilidades vy
consideraciones practicas argumentadas. Con todo, recordemos lo expuesto
en parrafos anteriores de que el factor de forma eliptica impide seccicnes
superiores a 80 um® si han de contener nucléolo y mantener su factor de
forma eliptica. Por ello, mayores diferencias no tienen sentido en nuestro
caso pues, O bien los perfiles no contendrian nucléolo, o bien correspon-
derian a perfiles de los catalogados como pertenecientes a un factor de
forma circular y seran entonces clasificados en otra poblacién. En resumen,
vistas las razones y conveniencilas de utilizar el intervalo de clase de 80

pm*, clasificaremos pues nuestro material siguiendo este criterio.

6.3.1. Resultados obtenidos para el sector <xe total._
En primer lugar, veamos los resultados abtenidos a partir del

total de perfiles muestreados para cada una de las tres direcciones de

corte, sin tener en cuenta la divisién en zonas superiar, media e inferior;
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y que Se muestran en la tabla IV-2, asi como en las graficas IV-7 (hori-

zontales), IV-8 (frontales) y 1V-9 (sagitales).

i | ! | |
: CLASES (%) : % HORIZONTALES | % FRONTALES : % SAGITALES !
l {

{ { { | ]
: 12 (100 - 180> | 38,26 ! 32,28 ! 49,10 !
| { { |

| ! ! ! {
| 28 (180 - 260) | 51,49 [ 56,41 [ 47,57 l
{ ! { ! !
! ! | { !
: 32 (260 - 340) | 8,56 { 11,15 I 3,33 |
{ ! | !

{ ! I ! f
: 42 (340 - 4207 | 1,69 I 0,17 ! 0,00 !
! i 1 |

(*)E] valor de los limites de clase viene tonsignado en pw?,

TABLA IV-2._ Porcentaje de cada una de las clases de AREA, sobre el total
de los perfiles para cada una de las tres direcciones de corte. Los

perfiles se encuentran agrupados en clases con un intervalo de 80 um®.

A partir de las Areas de los perfiles de los somas de secciones
horizontales, vemos que se obtienen para cada una de las clases morfomé-
tricas establecidas, unos porcentajes distintos y significativos. Ninguna
de las clases puede proceder, como tal clase, de la seccién de neuronas
cuyos perfiles se agrupen en cualquiera de las demas, porque nl su porcen-
taje, ni sus tamafios, ni la orientacién que ofrecen las neuronas {(que sera
discutida postericrmente) lo permiten. La tnica duda que se presenta es si
la clase de mayor tamafio (340 um*® - 420 um=), cuyo porcentaje es 1,69%, al
ser tan pequefia, no seran unas pocas Reuronas que crecieron algo mas pero
que en realidad constituyen parte de aquella poblacién de neurcnas que da

lugar a la clase 38,

Podemos proponer a la vista de estos resultados obtenidos a
partir de seccicnes horizontales del sector «e del NGLd del conejo, que
existen como minimo, tres nitidas poblaciones diferentes de neuronas en

funcién de su tamafic. Si ahora comparamos estos hallazgos con los
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ofrecidos por los cortes frontales y sagitales (tabla IV-2), podemos ver
que estan en concordancia. En efecto, se observa como se mantienen niti-
damente las tres clases de tamaflos establecidas, y ademas aquellas pocas
células de mayor tamafio que encontrébamos en las secciones horizontales
parecen haberse incorporadc a la clase anterior, debido a la diferente
orientacién del plano de seccién. Por otra parte, los cortes frontales dan
porcentajes y tamafios muy parecidos a los valores obtenidos en las
secciones horizontales, lo cual soélo puede explicarse a través de una
orientacién oblicua de las neuronas en direccién intero-externa y en la
externo-interior; tal orientacion se corresponde en lineas generales con la
ofrecida por las imagenes histolégicas que se presentan y comentan en la
seccion 1 de este mismo capitulo. En cuanto a las secciones sagitales, los
porcentajes de las clases de mayor tamafio es légico que disminuyan, puesto
que debido a la orientacién de las neuronas los perfiles seran en este
caso, oblicuos al diadmetro mayor de las mismas y por consiguiente de

menor tamafia.

Concluimos pues, a partir de las tres direcciones de corte, que
no se puede negar que al menos en el sector e se distinguen tres

poblacicnes de perfiles neurcnales de tamafios diferentes.

Analicemos ahora en cada caso los resultados obtenidos para las
zonas superior, media e inferior, en cada una de las tres direcciones de
corte utilizadas (horizontal, frontal y sagital).

6.3.2. Resultados obtenidos para la zona superior del sector —xe (XxXe 5)._

Los resultados obtenidos para la zona e S se presentan en la

tabla IV-3, asi como en las graficas IV-10 <(horizontal), IV-11 (frontal), y
IV-12 (sagital).
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CLASES (%) % HORIZONTALES % FRONTALES % SAGITALES

! ] i | |
i | s | i
z | | | |
P | | : i
: 12 (100 - 180) | 29,62 | 23, 44 | 45, 00 |
! ! ! |

1 1 | | |
| 22 (180 - 260) | 55,38 | 67,46 | 51,25 |
| | | 1 |
| | | | |
| 32 (260 - 340) | 11,62 1 9, 09 ! 3,75 |
i l j | 1
1 : i | |
: 48 (340 - 420) | 3,08 | 0, 00 | 0,00 |
| | 1

!
(#)E] valar de los limites de clase vieme consignado en pm?,

TABLA IV-3._ Porcentaje de cada una de las clases de AREA, sobre los
perfiles de la zona <& S, para cada una de las tres direcciones de corte.

Los perfiles se encuentran agrupados en clases con un intervalo de 80 um~.

Se observa que, con algunas variaciones, el patrén de distri-
bucién es semejante al obtenido para el sector e total, siendo los
porcentajes de las distintas clases muy similares tanto para las secciones
horizontales como para las frontales; en cuanto a las secciones sagitales,
los valores obtenidos difieren nuevamente de los hallados en los cortes
horizontales y frontales, ofreciendo mayor porcentaje la clase de menor
tamafio, debido a que, como ocurria en los analisis totales, la orientacién
de las neuronas hace que en los cortes sagitales éstas sean seccionadas en
ia direccién de algun didmetro menor de sus formas elipsoidales (relativa-
mente perpendiculares al diédmetro mayor) ofreciendo con ello perfiles

menores.

En resumen y a la vista de los datos, podemos asegurar que la
zona e S5 ofrece unas poblaciones o categorias de perfiles neuronales,
siempre desde el punto de vista morfométrico, coincidentes con las

supuestas para el sector oxe considerado de modo global.

-206-



A

SELECTED DATAGROUP

ID.NR. TR SA EXT.1
PERFIL OO 1§ 272777
CHANNELGROUP 1
REL.FREQUENCY = COUHTS
S68. 00~ IN RMHGEE
. UND.FLOW
GUEREL QL
CLIRSZES
) INT RggLBeBe
€0. 004 MEIfTrgm”
r..100.8000
FAaSCIr0M
s s es e D.DR0O
ME M
408 . noe s . ..2B7.7B2
ST-DEJ, 1421
MEGIARTT
.. 209.444
MODE
20, 804 A 205,297
O.880 e - | —— L — RREA
100.2 2@0, 300.0 490,08 sS8p.0
ID.NR. TR SA EXT.1
PERFIL OO 1& 277777
g y CLASSIFICATION LIST FOR AREA IN CHANNELS 1
UNDERFLOW 0 OVERFLOW 0
CLASS FRQM TO FREQUENCIES
ABS REL CUM. ABS CUM. REL
1 100.000 180.00 77. 29.62 % 77. 29.62 %
z 180,00 260.00 144. 55.38 % 221. 25.00 %
3 260,00 340.00 31. 11.92 % 252. 9&.92 %
4 340.00 420.00 s. 3.08 % 260. 100.00 %

A1 HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, £
NEURONALES EN LOS CORTES HORIZONTALES, FARA LA ZONA SUPERIOR DEL SECTOR cxe (cxe §),

B) VALORES DE LAS FRECUENCIAS ABSOLUTAS

GRAFICA IV-—-10

(AES)

CORRESPONDIENT

E AL

RELATIVAS ACUMULADAS (CUM, REL}, PARA CADA UNA OE LAS CLASES ESTABLECIDAS,

GREA D

[AVAN)

LOS PERFILES

RELATIVA (REL), ABSOLUTAS ACUNULADAS (CuM, AES) Y

[1210)
{ADOD®



SELECTED DATAGROUP

ID.NR. TR SA EXT.1
TOTAL 00 3I8 277777

CHANNELGROUP 1

A
REL.FREQUENCY X counTte
: 1 1 RAMNEG
88.60 UMD, FL G
AVERF L O
CLASSES
ca INTERYAL
- 261 PMIfIfom’
.. .100.0000
FMaxIrMum
..... 420,000
MEAN
4g.004 X T, 207.131
ST.I0HEV,
..... 42,4754
MEDIAN
..... 211.489
MODE
ze.004 } ¥ - UUIT. 298.517
8.008818 = T — || = T — RRER
106.d 2p9.0 399.0 490 .0 58a.0
ID.NR. TR SA EXT.1
TOTAL 00 38 222772
E ) CLASSIFICATION LIST FOR AREA IN CHANNELS 1
UNDERFLOW o OVERFLOW 0
CLASS FROM" TO FREQUENCIES
ABS REL CUM. ABS CUM. REL
1 100.000 130.00 a9. 23.44 % a9. 2Z.44 %
2 120.00 2406.00 141. &7.a6 % 190. 90.91 %
3

260.00 340.00 19. .09 % 209. 100.00 %

GRAFICA IV-11
A) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION OF FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE AL AREA DE LOS PERFILES
NEURONALES EN LOS CORTES ERONTALES, PARA L& ZONA SUPERIOR DEL SECTOR oxe {oxe §),

) VALORES DE LAS FRECUENCIAS ABSOLUTAS (ABS), RELATIVA (REL), ABSOLUTAS ACUMULADAS (CUM, RES) Y
RELATIVAS ACUMULADAS (CUM, REL), FARA CADA UNA DE LAS CLASES ESTRELECIDAS,

s>l

[0S
HISOWD



A

B3

SELECTED DATAGROUP

ID.NR. TR S§A EXT.1
TOTAL OO 04 27227277

CHANNELGROUP 1

REL.FREGUENCY =X COuNTS
39 . 00+ UND.FLOW
OVERELOW
CLASSES
INTERYAL o
€9.901 MIfIMOmM”
.. ..102.3000
FAaIrMom
. .42D.000
MERN 1 s9.490
G@. 807 EYIDEV.
L. 36.7133
MEGTARN
..... 1837.8095
J MODE
20.00 L. ..187.000
B.000 — | . — — ARERA
166.0 SEe. A Zop. 0 400.0 S0@. 0
ID.NR. TR SA EXT.1
TOTAL Q0 04 2772772
CLASSIFICATION LIST FOR AREA IN CHANNELS 1
UNDERFLOW 0 OVERFLOW )
CLASS FROM TO FREQUENCIES
ABS REL CUM. ABS CUM. REL
1 100.000 180.00 108. 45.00 % 108, a45.00 %
2 150,00 260.00 123 51.25 % 231, 96.25 %
3 2£0.00 340.00 9. 3.75 % 240. 100.00 %
GRAFICA IV-12

A) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE AL AREA DE LOS PERFILES

NEURONALES EN LOS CORTES ZAGITALES, PARA LA ZONA SUPERL

8) VALORES DE LAS FRECUENCIAS ABSOLUTAS (AZS)

P

OR OEL SECTOR <xe (cxe §),

RELATIVAS ACUMULADAS (CUM, REL), PARR CADA UMA DE LAS CLASES ESTABLECIDAS,

RELATIVA (REL), ABSOLUTAS ACUMULADAS (CUM, AES) Y

MR
E 0 .Y
HAOQSD



6.3.3. Resultados obtenidos para la zona media del sector cxe (cxe M)._

Los valores obtenidos, referentes a la zona media del sector
<xe, pueden observarse en la tabla IV-4, asi como en las graficas 1IV-13

(horizontales), IV-14 (frontales) y IV-15 (sagitales).

La distribucién de los valores de los perfiles, al repetir la
tendencia aparecida en la zona oe S, indica la semejanza de disposicién
de las poblaciones en relacion a sus tamafios en estas dos zonas; como por
otra parte al observar el cuadro “RECUENTOS 11" (pagina 179), referente a
las densidades neuronales, vemos que la zona e S ofrece una densidad
neuronal de 25,926 * 0,655 cels./10% um™, mientras que en la zona e M la
densidad neuronal es de 25,982 * 0,512 cels./10% un®, quiere esto indicar
que estas dos zonas no s6lo son andlogas en cuanto a los tamafios neurona-
les, sino también en cuanto a su relacién neuronas/neuropilo. Dicho de otro
‘modo, desde estos analisis no se puede decir que la zona superior y la

media sean diferentes.

I i ! I [
I CLASES ¥ | % HORIZONTALES | % FRONTALES | % SAGITALES :
! ! | !

| I | | |
I 12 (100 - 180y i 31,18 I 28,36 : 37,34 :
! ! !

! | } } |
[ 22 (180 - 260) | 54,75 I 53,23 { 56,85

I "l | f

i { { f {
I 38 (260 - 340) | 12,17 ! 17,91 | 5,81

! { [ !

| | | | !
| 42 (340 - 420) | 1,90 f 0,50 { 0, 00 !
! i | !
(HYEL valor de los limites de clase viene consignado en pn2,

TABLA IV-4._ Porcentaje de cada una de las clases de AREA, sobre los

perfiles de la zona e X, para cada una de las tres direcciones de corte.

Los perfiles se encuentran agrupados en clases con un intervalo de 80 um™.
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6.3.4. Resultados obtenidos para la zona inferior del sector oxe (e I)._

La medida de las areas de los perfiles neuronales en la zona
<xe I, ofrecié los resultados que se consignan en la tabla IV-5, asi como

en las graficasv Iv-16, IV-17 y IV-18.

En esta zona y en las tres direcciones de corte, aparece un
elevado porcentaje de perfiles de pequefio tamafio y por el contrario escasa
cantidad de los de mayor tamafio. Tal situacién indica que en este caso
s6lo podremos hablar con seguridad de dos poblaciones de perfiles neuro-
nales, y dentro de ellas hemos de considerar un notable incremento de
células pequefias, sobre todo porque, tal y como se aprecia en la tabla y
graficas correspondientes, el incremento de perfiles menores aparece en

las tres direcciones de corte consideradas.

! | ! l {
: CLASES (%) | % HORIZONTALES ¢ % FRONTALES : % SAGITALES :
} }
! | I | {
I 18 (100 - 180) | 54,84 ! 46, 07 II 65, 00 :
[ ! !
! { { { t
I 28 (180 - 260) | 43,95 { 47,64 { 34,58 !
! } ! |
! | { I I
| 32 (260 — 340> | 1,21 ! 6,28 ! 0,42 !
{ ! I f {
| ! ! | :
I 48 (340 - 4200 | 0,00 l 0, 00 { 0,00 {
! |

!
(#)El valor de ios limites de clase viene consignado en pm?,

TABLA IV-5._ Porcentaje de cada una de las clases de AREA, sobre los
perfiles de la zona «e I, para cada una de las tres direcciones de corte.

Los perfiles se encuentran agrupados en clases con un intervalo de 80 pm®.
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6.4. Analisis del area de los perfiles de los nicleos neuronales

Una vez realizadas las clasificaciones anteriores y prosiguiendo
con el analisis de los parametros de objeto, consideramos de interés
analizar la situacién de los nicleos neuronales, estudiando el Area de los
mismos en cada perfil neuronal. En este sentido es importante destacar que
para el grosor de corte utilizade (15 pm), al considerar perfiles que
contenian nucléolo y teniendo en cuenta que dicho organulo ocupa una
posicién central tanto con respecto al soma neuronal como con respecto al
nicleo, buena parte de los nicleos podran ofrecer su perfil mayor por
estar sus proyecciones (y generalmente el mnacleo entern) contenidas

completamente en el corte.

Por otra parte, hemos de destacar que el intervalo de clase
utilizado a la hora de clasificar los perfiles nucleares con respectoc a su
area ha sido de 40 um=, ya que el rango de &reas encontrado varia entre
unas 40 um* (para los perfiles nucleares mas pequefios) y unas 190 um=
{para los mas grandes), de modo que utilizar un intervalo mayor, obvia-
mente, nos hubiera dado una distribucién demasiado artificial. Por lo
dembs, como quiera que en este caso S6l0 nos interesa determinar la
tendencia de los tamafios de los perfiles, tampoco hemos de ser excesi-

vamente restrictivos a la hora de clasificarlos.

Del analisis de los resultados obtenidos para el area de los
perfiles nucleares, que se recogen en las tablas comprendidas entre los
nimerpos IV-6 y IV-9, asi como en las graficas comprendidas entre los
numeros IV-19 y IV-30, se desprende que las distribucicnes son analogas en
las tres direcciones de corte y mayormente para las dos clases menores en
las secciones frontales y sagitales, lo cual indica que la orientacién de
estos nucleos no es completamente paralela a la ofrecida por el soma y son
seccionados por perfiles menocres en los cortes frontales y sagitales

(orientacién algo perpendicular al soma neuronal).
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Se aprecia también que las clases de nucleos ofrecen menos
variedad que los somas (ver graficas IV-19 a IV-30) y una acusada tenden-
cia a presentar perfiles entre 80 pm® y 120 um=2. Estas circunstancias
podran muy posiblemente ofrecer peculiaridades cuando se analice l1la rela-

cién nacleo/citoplasma.

Por ultimo, resaltar que al igual que ocurria en el caso de los
perfiles neuronales, en la zona e I el porcentaje de perfiles nucleares
de menor tamafio se ve considerablemente incrementado, lo cual esté en
concordancia con la idea de que en esta zona se observa un importante

incremento de células pequefias.

| | | | !
| CLASES () % HORIZONTALES | % FRONTALES | % SAGITALES :
x ! |

1 1 x | |
|18 <40 ~ 80) | 18,42 | 24,46 i 24,96

| | | | |
j | | | |
| 28 (80 - 120D | 65,24 | 66, 39 { 69, 90

| |

! i n | |
| 32 (120 -~ 160) | 15, 69 | 8,82 | 5,13 1
| | | ! |
l | | { 1
| 48 (160 ~ 200) | 0,65 | 0,33 | 0, 00

| | z

]
(*)El valor de los linites de clase viene consignado en pm?,

TABLA IV-6._ Porcentaje de cada una de las clases de AREA, sobre el total
de los perfiles nucleares, para cada una de las tres direcciones de corte.

Los perfiles se encuentran agrupados en clases con un intervalo de 40 pm=.



CLASES (%) % HORIZONTALES % FRONTALES % SAGITALES

{ ! | I [
! | | { !
! ! | ! !
{ ! I ! !
I 12 (40 - 80) | 15,38 ! 18,66 { 17,50 {
! I | ! {
! J ! ! !
I 28 (80 - 1200 | 62,69 | 75,60 I 75,00 !
! | b ! |
! ! { ! ]
I 38 (120 - 160D | 21,15 { 5,74 | 7,50 !
! i ! ! }
! ! l | !
[ 48 (160 - 2000 | 0,77 | 0,00 ! 0,060 |
i ! 1 {

(¥)EL valor de los limites de clase viene consignado 2n pn?,

TABLA IV-7._ Porcentaje de cada una de las clases de AREA, scbre los
perfiles nucleares de la zona «xe S, para cada una de las tres direcciones

de corte. Los perfiles se encuentran agrupados en clases con un intervalo

de 40 um=.

! I | | l

I CLASES (%) { % HORIZONTALES | % FRONTALES | % SAGITALES ;

! ! I L

I | ! ! |

{ 1a 40 - 80) | 11,41 I 18,91 ! 15,35 :
! ! !

l { | { !

I 28 (80 - 1200 | 65,78 l 64,18 : 78,01

! } !

| ! ! i !

I 38 (120 - 160) i 21,67 ! 15,92 ! 6,64

! | | { !

! | | I |

I 42 (160 - 2000 ! 1,14 { 1,00 : 0,00 :

l I

(*)E) valor de los limites de clase viene consignado en paZ,

TABLA 1V-8._ Porcentaje de cada una de las clases de AREA, sobre los
perfiles nucleares de la zona <xe M, para cada una de las tres direcciones
de corte. Los perfiles se encuentran agrupados en clases con un intervalo

de 40 um=.
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LAS FRECUENCIAS ABSOLUTAS (ABS), RELATIVAS

L), ABSOLUTAS ACUMULADAS (CUM, ABS) Y
FARA CADA UNG DE LAS g

ESTABLECIDAS,



A

SELECTED DATAGROUP

ID.NR. TR 5A EXT.1
TOTAL 00 04 277272727
CHANNELGROUP 2

FEL.FREQUEHNCY

2B, 40+

GGT

8.000

ID.NR.
TOTAL

TR SA EXT.1
00 04

196.9

27272777

B ) CLASSIFICATION LIST FOR AREA

UNDERFLOW

CLASS

AR ==

Al

B)

H1
Lo

()

FROM

40.000

S0,000

o
21
s

120.00

QGRAMA DE DISTRUBUCION DE
PERFILES NEURONALES EN LOS

OVERFLOW

TO

20.000

120.00
160.00

IN CHANNELS

e}
ABS
7.
182.
16.
GRAFICA

FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A
CORTES SAGITALES, PARA LA ZONA MEDIA DEL

L
St

COUMTS
IM RAMNGE
MG . FLOK
OVERFLOW
CLAS3ES
INTERVAL
s e s tB o DBAG
MIMIMUM
S . 40.0000
MRARXIMUJM
P e = a2, 000
MEHRHN
e s s 24,8940
ST.OEW,
s s la.TE73
MEDIAN
L. s e PF.76608
MODE "
s s - 236,5145
4 ARERA
200.0
3
FREQUENCIES
REL CUM. ABS DUM. REL
15.35 % 7. 19.35 %
78.01 % 225. $3.34 %
&.64 U 241. 100,00 %
IV—27

AREA DE LOS NUCLEDS Ot
CTOR exe (cxe M),

VALORES DE LAS FRECUENCIAS RABSOLUTAS (ABS), RELATIVAS (REL), ABSOLUTAS ACUMULADAS (CUM, ABS) Y
RELATIVAS ACUMULADAS (CUM, REL), FARA CRDA UNR DE LAS CLRSES ESTABLECIDAS,

PR
NN
D@



SELECTED DATAGROUP

ID.NR. TR SA EXT.1
PERFIL 00 18 7227722

CHANNELGROUP 5]

)
A LEL.FREGUENCY = counTs
S N RAMGE
80.08 UND . FLOW
QUERFL Qi
CLBSSES
INTERYAL
= . 25 2 1 - TN S S 4k,
=8. 080 FT IO
..... ). 0000
FAS I
..... 200.000
FE A T4 ,
se.004 o ET £29.4278
ETI0ED:
..... {>. 5397
MEGTAN
..... 22,4551
FGDE
ze.094 | v UIoT. a%.8387
@.000 . — 1 ’ 4 ARER
198, 8 200.0
ID.NR. TR SA EXT.1
PERFIL 0D 1Z 222277
£ CLASSIFICATIUN LIST FOR AREA IN CHANNELS 2
UNDERFLOW o OVERFLOW 0
cLAass FROM T0 FREQUENCIES
ABS REL CUM. ABS CUM. REL
1 40.000 20. 000 72. 29.03 % 72. 29.03 %
2 50 000 120.00 167. 67.34 % 239. 9¢.37 %
z 120.00 160.00 9. I.63 % 248, 100.00 %

GRAFICA IV-25

f) HISTOGRAMA DE DISTRUBUCION 0E FRECUENCIAS RELATIVAS, CORREZSPONGIENTE AL AREA DE LOS WUCLEDS OE
LOS PERFILES NEURONALES EN LDS CORTES HOAIZONTALES, PARA LA ZONA INFERIOR DEL SECTOR oxe
(cxe IL

B) VALORES DE LAS FRECUENCIAS ABSOLUTAS (ABS), RZLATIVAS (REL), ABSOLUTAS ACUMULADAS (CUM, ABS) Y
RELATIVAS ACUMULADAS (CUM, REL), PARA CADA UNA DE LAS CLASES ESTABLECIDAS,

N/ N

HAOTOD



SELECTED DATAGROUP

ID.NR.

TR 5A EXT.1
FERFIL 00O &7

2277277

CHANNELGROUP =]

A CEL.FREGUENCY X counTs
80 .00+ UHD.FLOK
GUERFLQW
CLASSES
INTERYAL
o - « = o o S,
£0.00 I IF0r
... in.o000
FA ST
... .20D. 080
. MERR
. 3 R - =t
49,00 EYIDEY,
S i..1%.3673
FMEDIAN
c....B89.1071
MODE
26. 00 ... 8r.2251
6.000 ’ 1 . + ARER
166.0 200.0
ID.NR. TR SA EXT.1
PERFIL OO &7 772227
£ ) CLASSIFICATION LIST FOR AREA IN CHANNELS &
UNDERFLOW 0 OVERFLOW 0
CLASS FROM T0 FREQUENC IES
ABS REL CUM. ABS CUM. REL
1 40.000 €0. 000 70. 36.65 % 70. I6.65 %
2 20.000 120.00 112. S8.64 % 182. $5.29 %
z 120,00 160 .00 9. 4.71 % 191. 100.00 %
GRAFICA IWV-—-29
A HISTDBRAMA DE DISTRUBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CDRRESPONDIENTE AL AREA DE LO% NUCLEDS DE

8)

L0S PERFILES NEURONALES EN LDS CORTES ERONTALES, FARA LA ZONA INFERIOR DEL SECTOR oxe loxe 1D,

VALORES Df LAS FRECUENCIAS ABSOLUTAS (ABS), RELATIVAS (
RELATIVAS ACUMULADAS (CUM, REL), FARA CADA UNA DE LAS CLAS

REL), ABSOLUTAS ACUMULADAS (CUM, AES) Y
ES ESTABLECIDAS,

P b

PO e



SELECTED DATAGROUP

RIR)

ID.NR. TR SA EXT.1
TOTAL 00 04 7292727
CHANNELGROUP
A
FEL.FREGUEMCY CouNTE
= ~ K 3 I~
B8, a8 DM . EL G
WAy < F L Qb
CLASSES
o INTERYVAL
0. B FIfTfom
L e e B, 2B0D
P& S TR M
ce s .2BR. 000
o MEART .
wu.aew é?:ﬁEU?.d 24
..... 14,3241
FMEGT A
ce...35.5882
MODE -
20.060 ee .. .B33.6667
6.0060 . — - ARERA
108. 0 za0.n
ID.NR. TR SA EXT.1
TOTAL 00 04 227277
E ) CLASSIFICATION LIST FOR AREA IN CHANNELS 8
UNDERFLOW 0 OVERFLOW 0
CLASS FROM TO FREQUENCIES
ABS REL CUM. ABS BUM. REL
1 40,000 80.000 101. 42.08 % 101. a2.08 %
2 £0.000 120.00 134, S6.67 % 237. 98.75 %
3 120.00 160.00 z. 1.25 % 240. 100.00 %
GRAFICA IV—-Z0O
f) HISTOGRAMA DE CISTRUBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE AL AREA DF LDS NUCLEDS DE

o

RDAS (CuM, REL), PARA CADA UMA DE LAS CLASES ESTASLECIDAS,

LOS PERFILES NEURONALES EN LOS CORTES SARITALES, PARA LA ZON& INFERIOR DEL SECTOR oxe (oxe 1)

VALORES DE LAS FRECUENCIAS ABSOLUTAS (ABS), RELATIVAS (REL), ABSOLUTAS ACUMULADAS (CUM, ABS) Y
RELATIVAS ALY

HODEO



CLASES «(¥) % HORIZONTALES % FRONTALES % SAGITALES

! n a l 1
| | n | |
1 | ! 1 c
| i n 1 |
[ 18 40 - 80) | 29,04 l 36,65 ! 42,08 !
| : | | |
| s : | | |
| 28 (80 - 120) | 67,33 | 58, 64 | 56, 67 |
l i 1 | 1
| | | { 1
[ 38 (120 - 160) | 3,63 | 4,71 | 1,25 |
s I | | !
1 | i | l
| 42 (160 - 200) | 0,00 | 0,00 | 0, 00 |
| | 1 s

|
(#)E] valar de los limites de clase viene consignado en pa?,

TABLA IV-G._ Porcentaje de cada una de las clases de AREA, sobre los
perfiles nucleares de la zona <xe I, para cada una de las tres direcciones
de corte. Los perfiles se encuentran agrupados en clases con un intervalao

de 40 um=.

6.5. Analisis del factor de forma eliptica de los perfiles neuronales.

El tfactor de forma eliptica <(F.F.e.) que hemos considerado en
este analisis, tal y como se expone en la seccién 8 del capitulo corres-
pondiente a Material y Métodos, ha sido la relacién entre los diametros

calibradores minimo (dmin) ¥ maximo (dwax) de cada perfil neuronal:

FFe = dewin/dmax

Tenemos asi un modo sencillo mediante el que describir la forma
de cada perfil y que se refiere fundamentalmente & la mayor o menor
elongacién del mismo. Este factor oscilard entre los valores 0 y 1. A
partir de un factor de forma eliptica mayor o igual a 0,8 consideraremos
gue la tendencia es circular, mientras que para factores de forma
inferiores a 0,8 la tendencia se puede considerar como elipsoidal; con este
criterio clasificamos los perfiles de los somas neurcnales. FPodemos
entonces construir las graficas comprendidas entre los nameros IV-31 vy

IV-42, que quedan resumidas en la tabla IV-10.



A)

B

SELLECTED DATAGROUP

ID.NR. TR SA EXT.1
PERFIL 00 18 77727277
CHANNELGROUP 1 7
REL.FRERUENCY %gugg‘ﬁ;r:
€0.00 UND . EL Ok
GUERF L0
CLASSES
INTERVAL
.. B.100080
ftfiimoe 0
— e« n ow kl, @i N
“@.00 FASEIFOm
i1, eveeB00
FE R
e B.ET1862
EYIDEG,
S L B.i93653
| MEBTAN D
2e.00 fbpe? €57
ST 654173
P.000 1 + - -~y FORM
. €00 .500 1.900
ID.NR. TR SA EXT.1
PERFIL 0D 18 727777
CLASSIFICATION LIST FOR FORM ELL IN CHANNELS 1 4 7
UNDERFLOW ©  OVERFLOW 0
CLASS FROM 10 FREQUENCIES
ABS REL CUM. ABS  UM. REL
1 . 40000 .S0000 30. 3.89 % 30. 3.39 %
2 .50000 . £DOOO 120. 23.35 % 210. 27.24 %
3 . £0000 . 70000 260. TT.72 % 470. R
a . 70000 . 80DO0 207. 26.85 % 677. £7.81 %
s . 80000 . 90000 53. 10.77 % 760. °8.57 %
6 . 90000 1.D000 11. 1.43 % 771. 100,00 %
GRAFICA IV—-31
A1 HISTOGRAMA D DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE AL EACTOR DE FORMA ELIPTICA
DE LOS FERFILES NEURONALES £N LOS CORTES HORJZONTALES, PARA EL SECTOR oxe TOTAL,
B} VALDRES DE LAS FRECUENCIAS ABSOLUTARS (ABS), RELATIVAS (REL), ABSOLUTAS ACUMULADAS (CUM, ABS) Y
RELATIVAS ACUMULADAS (CUM, RELY, PARA CADA UNA DE LAS CLASES ESTABLECIDAS,
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)

ELL



S

SELECTED

PDATAGROUP

ID.NR. TR SA EXT.1
PERFIL OO 67 27227727

CHANNELGROUP 1 4 7

REL.FREQUENCY =

68. 080+ UND . EL G
OVEETF LG
CLASSES
INTERVAL
. .. .B.150000
Miftgon
L
40.00- FMAS IR0
.. 1.P00000
FAE f 4
s es.B.739767
ET.I0EV _
s B.884474E
MEDTAAT O
vy eV 7a35
20.00- BB E 5
... B.750000
6.000 - . " . ¢ . | — FELL
.600 .300 1.000
ID.NR. TR SA EXT.1
PERFIL OO 67 277272
CLASSIFICATION LIST FAR FELL IN CHANNELS 1 4 7
UNDERFLOW 0 OVERFLOW 0
CLASS FROM TO FREQUENCIES
ABS REL CUM. ABS UM, REL
1 .40000 50000 L. 1.00 % L. 1.00 %
2 50000 L0000 s1. £.49 % s7. 9.458 %
3 L D000 . 70000 153. 25.46 % 210. 14.94 %
a . 70000 .S0000 208. 34.61 % ais. £9.55 %
s . 20000 . 9DOOO 153. 25.46 % S71. $5.01 %
b . 90000 1.0000 30. 4.99 % &01. 100.00 %

Al

GRAFICA I1V-—-3=2
HISTRGRAMA DE DISTRIBYCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CDRRESPONDIENTE AL FACTQR DE FORNA ELIPTICA
DE LOS PERFILES NEURONALES EN LOS CORTES ERQNTALES, PARA EL SECTOR oxe TOTAL,

VALORES DE LAS FRECUENCIAS RBSOLUTAS (ABS), RELATIVAS (REL}, ABSOLUTAS ACUMULADAS (CUM, ABS) Y
RELATIVAS ACUMULADAS (CuUd, REL), PARA CADA UNA DE LAS CLASES ESTABLECIDAS,
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SELECTED DATAGROUP

ID.NR. TR SA EXT.1
TOTAL 00 04 27277277

A CHANNELGROUP 1 4 7

REL.FREQUENCY COUNTS 221
€8 . 00~ IN FANGE el
. HHD. FL O )
QVERFL O 8
CLHSSES 6
INTERVAL
i, 2H.166060
MI”IEU?aaeae
$8.00- FMASTIM0M
... 1.000000
FME f
e .B.7OZ736
ST.HEQ,
... M. B3P102E-01
MEUIQH,BBSGﬁ
28-98- [:16["'E'_~ Il
e s B.727833
©.000 . t : T “ - t FORM ELL
.600 . 800 1.880
ID.NR. TR SA EXT.1
B3 TOTAL 00 04 277777
CLASSIFICATION LIST #OR FORM ELL IN CHANNELS 1 a 7
UNDERFLOW 0 OVERFLOW 0
CLASS FROM TO FREQUENCIES
ABS REL SUM. ABs SUM. REL
1 L4000 .S0000 5. b9 % 5. X
2 . 50000 . 60000 99. 13.73 % 104, 14.42 %
3 . 60000 . 70000 247. Ja.26 % 351. 45,68 %
4 L7000 . 80000 250. 34.67 % 601, ©I.36 %
5 . 80000 . 90000 112. 15.53 % 713, Y2.89 %
6 . 90000 1.0000 8. 1.11 % 721. IND.00 %
GRAFICA IV-
| or - 1ENT 7 £ PTIC
A) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION OF FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE AL EACTUR DF FORMA ELIPTICA

OE LOS PERFILES NEURONALES EN LOS CORTES SAGITALES, PARA EL SECTOR oxe TOTAL,

B) VALORES OE LAS FRECUENCIAC G SOLUTRS (ABS), RELATIVAS (REL), ABSOLUTAS ACUMULADAS (CUM, AES) Y
RELATIVAS ACUMULADAS (CUM, REL), PARA CADA UNA DE LAS CLASES ESTRELECIDAS,



SELECTED DATAGROUP

ID.NR.
PERFIL
Al

TR SA EXT.1
on 18 27277277

CHANNELGROUP 1

REL.FREQUENCY % counTs
- TH RANGE
66.00 UND:FLOM
OVERFLOW
CLAZSES
INTERVAL
., .0.1000
MIfIMOe
e . e s s . &Y
40.00 RMAS IM0OM
Ce .. 1.0080
MEFM. T
ce. B.E757
ST 0EV,
S .. .6. 1832
MEGTEM
20.00 s aiB.5728
MODE a
... 3.6564
2.008 = —t+— t l t FO
.600 .880 1.000
ID.NR. TR SA EXT.1
B2  PpPERFIL 00 18 2727777
CLASSIFICATION LIST FOR FORM ELL IN CHANNELS 1
UNDERFLQOW 0 OVERFLOW )
CLASS FROM TO FREQUENCIES
ABS REL CUM. ARBS CUM. RE
1 . 40000 50000 10. .85 % 10. .35
2 .S0000  AD000 &1. 23.46 % 71. 27.31
z . 60000 L70000 S1. 31.15 % 152. SR .4k
a L 70000 .80000 75. 28.85 % 227. 57.31
s . S0000 .P0000 30. 11.54 % 257. 2E.85
6 . 90000 1.0000 . 1.15 % 260. 100.00
GRAFICA IV—-24
4) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE AL EACTOR DF FORN

B)

(& 43

&),

VALORES DE (AS FRECUENCIAS ABSOLUTAS (ABS), RELATIVAS (REL), ABSOLUTAS ACUMULADAS (CUM, ABS) Y

RELATIVAS ACUMULADAS (CUM, REL), PARA CADA UNA DE LAS CLASES ESTRELECIDAS,

R

L.

“
A

.

S
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PT1

DE LOS FERFILES NEURONALES EN LOS CORTES HORIZONTALES, FARR LA ZONA SUPERIOR DEL SECTOR cxe
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SELECTED DATAGROUP

ID.NR. TR 5A EXT.1
PERFIL 00 &7 29772927

an CHANNEL GROUP 1

REL.FREQUENCY

seuiis.. 24
- . " g~ P )
60.00 UND - F L &
OUERFLCAM é
CLASSES 5
INTERVAL
.. 133000
5 MEfdse
48 . . s By
“8.08 FMASIr0m
Lo 1. eneean
F1E Fi 1y
ie..B.731168
STYIDEU,
s s B,.8743233E~01
FMEGTIAM
20.00- .. B.733108
2TaY oY -
Ll B.7e1525
0.000 - . J + " - ; FELL
.500 .8889 1.088
ID.NR. TR SA EXT.1
PERFIL 0D &7 272277
E D
CLASSIFICATION LIST FAR FELL IN CHANNELS 1
UNDERFLOW 0 OVERFLOW 0
CLASS FROM TO FREQUENCIES
ABS REL UM, ABRS UM, REL
1 . 40000 . S0000 2. .96 % 2. SPE
2 .S0000 60000 19. 9.09 % z1. 10.05 %
3 . 60000 . 70000 s9. 28.23 % 20. 38.28 %
a 70000 20000 74. 35.41 % 154. 7388 %
s . 20000 . 9O000 aa. 21.05 % 195. 94.74 %
s . 50000 1.0000 11. 5.26 % 209. 100,00 %
GRAFICA IV—-35
A) HISTOGRAMA OE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRZSPONGIENTE AL EAGTQR OF FORMA FLIFTICA

DE LOS PERFILES NEURONALES

{cxe S),

EN L05 CORTES ERONTALES,

PARR LA ZONA SUPERIOR DEL SECTOR cxe

B) VALORES DE LAS FRECUENCIAS AESCLUTAS (ABS), RELATIVAS (REL), ABSOLUTAS ACUNMULADAS (CuM, ABS) Y
F

RELATIVAS ALUMULADRS (CUM, REL), PARA CADA UNA DE LAS LLA

R
g

& ESTAELECIDAS,



A

=3

SELECTED DATAGROUP

ID.NR.

TOTAL 00 04

CHANNELGROUP 1

TR BA EXT.1
2727297

REL.FREQUENCY & cg
68.00q &h
oV
cL
IN
MI
49. 004 o
ME
ST
ME
- - »
28.00 o1s)
0.0080 - - . . ; L
.600 .800 1.000
ID.NR. TR SA EXT.1
TOTAL 00 04 7272772
CLASSIFICATION LIST FOR FORM ELL IN CHANNELS 1
UNDERFLOW ) OVERFLOW 0
CLASS FROM TO FREDUENCIES
ABS REL SUM. ABS
1 40000 .S0000 1. .42 % 1.
2 .50000 . 6DDOO z1. 12.92 % 32,
3 . 60000 .70000 50. I3.3I3 % 112.
2 . 70000 . 80000 95. 39.58 %4 207.
5 .80000 L9000 33, 13.75 % 240,

GRAFICA IV-356

UNTS 240
RANGE 248
D.FLCIY
ERFLOWK %)
RSSES ()
TERVAL
., B, 1190000
HIMUM
.. B0.400000
>XIMUM
.. 1.80608000
AN
-.B.7B4770
. DEV.
., .B.875152E~081
DIRN
..8.708421
DE
. B.7F27404
FORM ELL
CUM. REL
A2 %
13.33 %
a&.467 %
84525 X
100.00 %

A) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE AL FACTOR QF FORMA ELIRTICA
0F LOS PERFILES NEURONALES EN LO9 CORTES SARITALES, PARA LA Z0NA SUPERIOR DEL SECTOR oxe

(cxe §)

B) VALORES DE LAS FRECUENCIAS AESOLUTAS (ABS),

RELATIVAS (REL), ABSOLUTAS ACUMULADRE (CUM, ABS) Y
RELATIVAS ACURULADAS (CUM, REL), PARA CADA UNA OE LAS CLASES ESTABLECIDAS,



SELECTED DATAGROUP

ID.NR. TR SA EXT.1
PERFIL 00 18 72722777
A
CHANNELGROUP 4
REL.FREGQUEMCY CQUETR e 263
s = 263
68.066+ ONW. FI-Gil &
AVERFLOW B
CLAZSES 6
IMTERVAL
. LB, 150080
MI”IEUM'FGBO
. R L A% 5
49.00 ST-PH S i
ces.l.030000
FEfiN
s s d.BED1R2q
STYIDED,
... 0. 252149E-91
MEUIBHE404€Q
e LB LE4B4ES
20'997 FOOE A
e L E4SH1LS
0.000 I . + - —t- l - —t FORM ELL
690 .200 1.008
ID.NR. TR SA EXT.1
£ PERFIL OO 18 277779
CLASSIFICATION LIST FOR FORM EiLL IN CHANNELS 4
UNDERFLOW 0 OVERFLOW 0
CLASS FROM TO FREQUENCIES
ABS REL UM. ABS M. REL
1 . 40000 LS0000 10. 3.30 % 10. 3.80 %
2 . 50000 L AD000 74. 28.14 % B4, 31.94 %
ht . 60000 . 70000 98. 37.26 % 182. £9.20 %
4 . 70000 . 30000 z. 23.95 % 245, 9T 16 %
5 .SOD00 . FODO0 14. 5.08 % 261. 99.24 %
3 . POO00 1.0D00 2. .76 % 243, 100,00 %
GRAFICA IV-—37
A) HISTOGRAMA DE OISTRIBUCION DE FAECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE AL FACTOR DF FORMA ELIPTICA
DE LOS PERFILES NEURONALES EN LOS CORTES HORIZONTALES, PARA LA ZONA ®EDIA DEL SECTOR cxe
(cxe m,
B) VALDRES DE LAS FRECUENCIAS ABSOLUTAS (ABS), RELATIVAS (REL), ABSOLUTAS ACUMULADAS (CUM, RES) Y

RELATIVAS ACUMULADAS (CUM, Rtl), PARA CADA UNA Dt LAS CLASES ESTAELECIDAS,



SELECTED DATAGROUP

ID.NR.

TR 6A EXT.1

AJ CHANNELGROUP 4
REL.FREQUENCY % co
60. 006~ i
0y
cL
IN
_ MI
40. 004 Mh
ME
57
ME
- - LY
20.00 o
8.000 -~ ; p— lg:_j
600 .8809 1.060
ID.NR. TR SA EXT.1
. PERFIL 00 67 227777
E)
CLASSIFICATION LIST FOR FELL IN CHANNELS 4
UNDERFLOW 0 OVERFLOW 0
CLASS FROM TO FREQUENCIES
ABS REL ZUM. A#S
1 . 40000 . 50000 2 1.00 % 2.
2 50000 . 60000 23. 11.448 % 25.
3 . £0000 . 70000 3s. 17.41 % L0
a . 70000 .20000 I, 36.32 % 133,
s .20D00 . 9000 59. 29.35 % 192.
s . 90000 1.0000 9. a.as % 201.
GRAFICA IV-—-22
A) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS

B) VALORES DE LAS FRECUENCIAS AESOLUTAS (ABS),
RELATIVAS ACUMULADAS (CUM, REL),

RELATIVAS

RELATIVAS (REL), ABSOLUTAS
PARA CACH UNA DE LAS CLASES ESTABLECIDAS,

e ==y

,_
[N
o
—~

s I 3 DM
He H* M Ao 3

lC}:O!IlD:

ACUMULADAS

pried
2m

G~
Z’.'

mrr

-

I=T inoOn
D

z-
» Cr C
oI
o W
2 O
2 &
® ®
[l

745761
insasa

e
\-:.

s (M -
9 DDTNS ~IDIToN

.« =

~

“

&}

EN

~N

0

L TE4371
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1.00 %
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46017
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N reer

ORRESPONDIENTE AL EACTOR DF FOANA ELIFTICA
DE L0S PERFILES NEURONALES EN LOS CORTES ERONTALES, FARQ LA Z0NA MEDTA DEL SECTOR oxe (cxe M},

(UM, AES) Y



SELECTED DATAGROUP

ID.NR. TR SA EXT.1

A CHANNELGROUP 4

REL.FREQUENCY x COUNTS 241
60 .00 IN RANGE 24é
: UND.FLOW
QUERFLOI ]
CLASSES &
INTERVAL
. ...0.160000
MI”IEUTeeeee
40.080-+ MASKIMOM
. ...1.0000080
MEAN
.- 8.782141
ST.DEU,
... :20.9560045E-B1
MEDISH6Q9419
20, 004 BB D E °
c...B.672843
8.000 = . t - t . At FORM ELL
.600 .880 1.000
ID.NR. TR SA EXT.1
gy TOTAL 00 04 277777
CLASSIFICATION LIST FOR FORM ELL IN CHANNELS 4
UNDERFLOW 0 OVERFLOW 0
CLASS FROM T0 FREQUENCIES
aBS REL SUM. ABS CUM. REL
1 . 40000 .50000 2. .83 % 2. .82 %
2 50000 . 60000 I3, 13.69 % Is. 14,52 %
3 L6000 .70000 =Y 35.68 % 121, S0.21 %
a4 . 70000 . 80000 78. 32.37 % 199. 82.57 %
S . 20000 . 90000 8. 15.77 % 237. 98.34 %
& . 9ONO0 1.0000 a. 1.64 % 241..  100.00 %
GRAFICA IV—39
' ; . p
A) HISTDGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CQRRESPONDIENTE AL FACTOR QF FOURMA ELIPTICA

DE LOS PERFILES NEURONALES EN LOS CORTES SAGITALES, FARA LA ZONA MEDIA DEL SECTOR oxe (cxe M),

B) VALORES DE LAS FRECUENCIAS ABSOLUTAS (ABS), RELATIVAS (REL), ABSOLUTAS ACUMULADAS (CUM, ABS) Y
RELATIVAS ACUNMULADAS (CUM, REL), PARA CADA UNA DE LAS CLASES ESTABLECIDAS,
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i
ZONA i F.F.e.

| 1 i s |
: 1 HORIZONTALES |  FRONTALES | SAGITALES |

L | 1
| | i x 4 |
| | % < 0,8 | 87,51 | 73,68 1 86,25 l
i e SUPERICR | i | | |
: : %7 0,8 | 12, 69 | 26,32 | 13,75

| | |

| | ! | i r
1 I %< 0,8 1 93, 16 x 66,17 | 82,57 |
| oxe MEDIA | | | | |
: I % > 0,8 | 6, 64 | 33,83 : 17, 43

i | | o
1 | | | 1 |
| | % < 0,8 | 82,66 | 68,59 | 81,25
| e INFERIOR | i f ! |
1 ; %3 0,8 | 17, 34 | 31,41 | 18,75

i |

1 | ; | | !
| | % < 0,8 | 87,81 | 69,55 ! 83, 36
| oxe TOTAL ! | | 1 |
; | %3 0,8 | 12,19 | 30,45 1 16, 64

| | I i

TABLA IV~10._ Porcentajes correspondientes a las dos clases de perfiles
neuronales clasificados segin el factor de forma eliptica (F.F.e):
FFe< 0,8 = clase 1; F.Fe. ? 0,8 = clase 2. Dichos porcentajes se
encuentran parmenorizados para cada una de las tres direcciones de corte
en cada una de las zonas en las que se dividié el sector cxe del NGLA del

conejo para su estudio.

De la observacién de la tabla IV-10 asi como de las graficas
iV-31 a IV-42 se desprende que, en lineas generales, la mayoria de las
células del sector e bpresentan una forma elipsoidal debido al elevado
porcentaje, en las zonas analizadas, de perfiles neuronales con valores de
factor de forma eliptica inferiores a 0,8 y de entre tales valores resultan
mayoritariamente comprendidos, aquellos que ofrecen factor de forma entre
0,8 - 0,6. También se puede apreciar que hay una mayor coincidencia entre

los valores obtenidos para los cortes horizontales y sagitales que con

respecto a los frontales.

Las diferencias apreciadas en cuanto a los porcentajes de estos

factores de forma, avalan la existencia de un principic de ordenacién



espacial de las neuronas en el NGLd, o al menos en el sector que estamos
estudiando. Evidentemente, si la ordenacién espacial de los elementos fuera
s6lo aparente, estas diferencias complementarias en cuanto a porcentajes,
no habrian existido. Este aspecto nos permite resaltar la utilidad de
seccionar una estructura desde varios é&ngulos de corte, contrastando los
resultados obtenidos en cada caso de seccién para determinar con certeza

si en dicha estructura existe o no algin tipo de ordenacién espacial.

Otro aspecto que queremos exponer aqui es como, al comparar los
datos procedentes del estudio en cada zona, se comprende que de los tres
porcentajes de valores obtenidos <(horizontal, frontal y sagital) referentes
al factor de forma eliptica (F.F.e. = < 0,8, el mas proximo a la realidad
serd aquel cuyo valor esté por encima de los otros dos, ya que los
perfiles elipticos no pueden provenir de células esferoidales; sino
solamente de elipsoides; y aquel porcentaje de perfiles elipticos mas alto ,
sera mejor reflejo de tal existencia. Por el contrario, para las otras dos
direcciones (de porcentajes mas bajos) el descenso sera debido a su
diferente orientacién celular, ya que a medida que la direccion de corte
aparece mas perpendicular con respecto al diadmetro mayor de la célula, el
valor del factor de forma se incrementa (tendencia a 1). Con tal situacién,
es evidente que el porcentaje de perfiles mas circulares aumente y el de
perfiles elipticos disminuya. De lo dicho, se desprende y comprueba como el
corte horizontal es el que produce y sorprende a las neuronas del NGLd del
conejo segin la direccién més favorable a su diametro mayor y por ello es
el que ofrece disposiciones o perfiles elipticos de factor de forma

eliptica (F.F.e. < 0,8) mas acusado.

Puede 1llamar la atencién el hecho de que se obtenga mayor
porcentaje de perfiles elipticos a partir de los cortes sagitales que en
los frontales, a pesar de que ofrecen areas menores (ver tablas IV-2 a
IV-5 y graficas IV-7 a IV-18). Ello solamente puede explicarse entendiendo
que es la orientacién de las células pequehas y forma eliptica, la que se
presenta a favor de los cortes sagitales. Segin esto, conjugando los datos

acerca del tamafio y forma de los perfiles neuronales seguimos viendo como



sirven estos datos para obtener informacién sobre la orientacisén de las
células. Podemos asi saber cual es la direccién preferente en la que se
ofrecen los perfiles mayores y, a través de la forma eliptica, el interés
de los angulos de desviacién necesarios para explicar lo obtenido en cada

direccién de caorte.

Como consecuencia de lo anteriormente expuesto, presentamos a
continuacién los valores medios ofrecidos por las éareas de los perfiles
neuronales obtenidos desde cada direccién de corte, asi comg los corres-
pondientes porcentajes de perfiles con un factor de forma eliptica menor
de 0,8:

Area media L FEFe < 08
Horizontales 197,897 + 3,444 87,81%
Frontales 202,035 = 3,771 - 69,55%
Sagitales 183,915 + 2,651 83,36%

Como se ve los valores de area media para las direcciones
horizontal y frontal, resultan semejantes (no existen diferencias
significativas a un nivel de significacién del 0,05%); ccémo pueden dar
entonces porcentajes tan diferentes en cuanto a la forma eliptica?. Porque,
en primer lugar, el mayor nimerc de orientaciones elipticas lo estan en la
direccién horizontal y porque ademas aquellas elipticas de un valor de
tamafio medio lo estadn més preferentemente en la direccién frontal que en
la sagital. Pongamos un ejemplo, sea la figura IV-25, en la que tres
células aparecen orientadas preferentemente en direccién A y seis prefe-
rentemente en direccién B (contraria); las secciones provenientes de la
direccién A darén mayor numerc de perfiles elipticos que las provenientes
de la direccién B, perc la suma de las &reas de los nueve perfiles podran

dar valores parecidos. De este modo la informacién conjunta de valores o
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clases por tamafios y de porcentajes de forma eliptica resultan conve-

nientes para obtener informacién sobre la orientacién celular.

Siguiendo este mismo proceder se puede entender que el alto
numero de perfiles elipticos en los cortes sagitales se debe a una
orientacién favorable para ese tipo de seccién. Pero como vemos que la
media del area de sus perfiles da un valor bastante menor que el aobtenido
en frontales, quieré ello decir que muy probablemente son células pequefias

las que ofrecen esa orientacién favorable.

Del analisis final de las graficas y cuadros de valores

antedichos se desprende que:

- El mayor numero de neuronas del sector e del NGLd del

conejo tiene una forma tendente a la elipsaide.

~ Existe més de un tamafio fundamental correspondiente a dife-

rentes tipos neuvronales.

- Las neuronas elipsoidales mayores ofrecen su orientacién
tendente & la horizontalidad extero-interna e intero-externa

dando sus mayores perfiles al corte frontal y horizontal.

- Los perfiles neuronales elipsoidales menores (que son mnmés
abundantes) ofrecen una orientacién més antero-posterior (o-
no tan oblicua) en relacién al eje extero-interno, con perfiles

de direccion preferente al corte sagital y horizontal.

- Fodrian existir segin el casc pequefios porcentajes de células

esféricas.

Estas afirmaciones estan en concordancia y pueden comprobarse

al estudiar las preparaciones histolégicas.
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Analicemos ahora, con respecto al factor de forma eliptica
(F.F.e.) de los perfiles de los nucleos neuronales, los resultados obtenidos
para cada una de las zonas del sector <xe del NGLd del conejo y en cada
una de las tres direcciones de corte estudiadas <(horizontal, frontal y
sagital). Detallamos el conjunto de datos en las graficas comprendidas
entre los nameros IV-43 y IV-54. A partir de ellas hemos confeccionado, a

modo de resumen, la tabla IV-11,

Si comparamos los valores de los porcentajes referentes al fac-
tor de forma eliptica de los ntcleos (tabla IV-11) con los valores medios
de las &reas de estos mismos (estos Gltimos valores medios, se pueden
encontrar en las graficas correspondientes a las 4areas de los perfiles
nucleares, pero para mayor comodidad se han recogido en la tabla IV-12,
que se expone en esta seccién), vemos que a pesar de que las secciones
horizontales son las que mayores perfiles de éareas nucleares han
producido, resulta que en cada uno de sus sectores el nimero de perfiles
tendentes a forma circular es muy acusado en cualquiera de las direcciones
de corte horizontal y sagital; asi por ejemplo, para la zona superior del
sector <«xe en los cortes horizontales, encontramos un 74,23% de perfiles
nucleares con un factor de forma mayor o igual a 0,8, mientras que el
25,77% restante presenta un factor de forma eliptica menor de 0,8. Por el
contraric, en los cortes frontales tales wvalores aparecen invertidos, ¢por
qué esta circunstancia?. La unica explicacién posible es que la forma de
los nicleos sea discoidal, con una orientacién de sus diametros mayores a
faver de los cortes horizontales y sagitales, y una orientacién de sus
diémetros menores (o grosor del disco) en los cortes frontales. Tales
circunstancias deberan ser tenidas en cuenta cuando analicemos los
caracteres de las poblaciones celulares concretas a partir de los tamafios

de soma y forma eliptica de sus perfiles.
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ZONA : F.F.e. | HORIZONTALES : FRONTALES |  SAGITALES
| !
1 r | 1 |
| % < 0,8 | 25,77 | 77,51 | 45,83
cxe SUPERIOR | | | | |
{ %2 0,8 | 74,23 | 22,49 | 54,17
| | : ! z
| | | 1 |
{ % < 0,8 | 20,53 | 61, 69 | 43,98
cxe MEDIO | | | 1 |
I %> 0,8 | 79, 47 | 38,31 i 56, 02
| n i ! -
l | | | n
| %< 0,8 | 31, 85 | 63, 87 | 63,33
cxe INFERIOR | | | | |
| % 2 0,8 | 68, 15 | 36,13 : 36,67
{ ( { !
| | | | |
I % < 0,6 | 25, 04 | 67,89 l 51, 04
e TOTAL | | | : |
[ %3 0,8 | 74, 06 | 32,11 | 48,96
| | { ]

TABLA IV-11._ Porcentajes correspondientes a las dos clases de perfiles

nucleares

clasificados

segun el factor

de
FFe< 0,8 = clase 1; FFe. » 0,8 = clase 2.

forma

eliptica

(F.Fe.:

Dichos porcentajes se

encuentran pormenorizados para cada una de las tres direcciones de corte

asi como en cada una de las zonas del sector oxe del NGLA del conejo.

ZONA % HORIZOKTALES i FRONTALES i SAQITALES
<xe SUPERIOR i 103,732 = 2,802 i 04,178 + 2,435 E 95,855 & 2,275 i
<xe MEDIA ; 103,569 = 2,619 ; 98,641 + 2,872 i 94,094 x 1,865 i
e INFERIOR 3 89,428 * 2,i91 3 87,538 + 2,747 E 82,082 + 1,812 ;
e TOTAL E 99,075 + 1,550 E 3,550 + 1,589 E @0,981 = 1,190

TABLA IV-12._

nucleares, en cada

Valores

Intervalo de confianza del $5%)

medios

estimados para el area de

zona de estudio y para cada crientacién.
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6.7. Relacién nucleo/citoplasna.

La relacién nacleo/citoplasma consideramos que podia estable-

cerse sobre los sigulentes parametros:

a) Diametro menor perfil nucleo/Diédmetro menor perfil soma (DN/DS).
b) Didmetro menor perfil nucleo/Area perfil soma (D<N/A.S.).

c) Area perfil nuclea/Area perfil soma (Nu/Cit).

Para la realizacién de los calculos antericres tomamos los
valores de los paréametros correspondientes del nicleo y del soma (diametro
minimo de cada perfil y area de cada perfil). En las graficas comprendidas
entre los nomeros IV-55 a IV-72 se detallan los resultados correspon-
dientes a cada relacion, para cada tipo de seccién (horizontal, frontal y
sagital), asi como para cada zona del sector e del NGLd. Asimisno, con
los valores medios contenidos en dichas graficas hemos construido las
tablas 1V-13 (relacién "a"), IV-14 (relacion "b") y IV-15 (relacién "c'). De
las tres posibles relaciones anteriores, la que resulta mas completa vy

vanmos a emplear en el presente anadlisis sera la “c".

! ! ! ! !
i ZONA {  HORIZOKRTALES | FRORTALES l SAGITALES :
! ! I !

! ! | | !
{ e SUPERIOR ! 0,778 | 0,674 | 0,747 [
! ! | | b
! } ! | |
| oce MEDIO I 0,788 ! 0,695 ! 0,729 {
! ! ! ! !
{ i l | {
| e INFERIOR ! 0,767 f 0,697 ! 0,726 ;
| f | {

! { { : ! !
I e TOTAL ! 0,778 ! 0,688 ! 0,734 |l
! ! ! !

TABLA IV-13._ Valores medios para cada zona y direccién de corte, de la
relacién entre el diametrc menor de los perfiles nucleares y el diametro

menor de los correspondientes perfiles neuronales (relacién “a").
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! ! ! J |
: ZONA : HORIZONTALES : FRONTALES I SAGITALES
!

| | { I |
} e SUPERICOR ! 5,324 { 4,682 l 5,412

! ! ! [
i | I { !
: e MEDIO ! 5,277 I 4,862 ! 5,226

{ ! I I
i | ! I !
} e INFERICR i 5,716 | 5,18z I 5,872 i

} ! I
{ | ! { {
f cce TOTAL | 5,434 | 4,901 ! 5,403
i { { J I

TABLA 1V-14._ Valores medios para cada zona y direccién de corte, de la
relacién entre el diametro menor de los perfiles nucleares y el area de los

correspondientes perfiles neurconales (relacién “"b').

{ ! ! { [
! ZONA | HORIZONTALES : FRONTALES { SAGITALES

I J

! ! ! | i
| cxe SUPERIOR | 0,505 ! 0,459 i 0,510

{ : { I

I | ! | i
! e MEDIO | 0,499 { 0,474 ! 0,489

{ { { {

| | | { !
! e INFERIOR ! 0,512 | 0,473 I 0,467

| | ! {

! | ! | |
} cee TOTAL ! 0,505 I 0,468 | 0,498

| L ! !

TABLA 1IV~-15._ Valores medios para cada zona y direccién de corte, de la
relacién entre el &area de 1ios perfiles nucleares y el area de los

correspondientes perfiles neurcnales (relacisn “c¢').



A vpartir de estos valores se pueden sacar las siguientes

conclusiones:

12 La relacién existente entre el area del nucleo y la del soma
(puntoe  "c") es de aproximadamente ¥, siendo mayor cuando
las secciones estudiadas lo son en la direccién horizontal

que cuando lo son en la frontal.

A1 establecer las relaciones que se desprenden de los puntaos

[\D]
3

“a" y "b" se ve que en los cortes horizontales el nuicleo
ofrece unos diametros mayores y por ello valores de 0,77 en
la relacién "a" y 5,15 en la relacién "b", frente a 0,68 Ma"
y 4,74 ("b") en las secciones frontales. En cuanto a los
cortes sagitales, sus valores para las relaciones “"a" y "b"

son parecidos a los de los cortes horizontales.

Estos parametros son un indicativo de la orientacién celular,
pero tal como ha sido dicho, el mejor indice, por mas completo, sera el
empleo de la relaciéon entre el area del perfil nuclear y el area del perfil
del soma (Nu/Cit), por ello en el estudio de catalogacién de poblaciones

sélo emplearemos dicha relacién.

En cuanto a la situacién grafica explicativa de estas relaciones
puede observarse en la figura IV-26, en donde se ha dibujado la disposi-
cién y forma de nicleo con respecto al soma neuronal. Esta disposicién
coincide con las opinicnes que ya hemos expuesto de que mayoritariamente,
en nuestros preparados, la forma del nacleo y su orientacién debe ser la
de un disco un tanto aplanado que ofrece, con preferencia, sus diametros

mayores en la direccién horizontal.
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QIAKETRO MENOR OF LOS FERFILES NUCLEARES Y EL QIAMEIRD MENQR DE LOS PERFILES NEURONALES (DN/DS)
EN LOS CORTES FRONTALES, PARA LA 2ONA SUPERIOR DEL SECTOR oxe (ox¢e 9,



SELECTED DATAGROUP

AJ ID.NR. TR S@ EXT.1
FRONT. QO S6& 272?277
CHANNELGROUP
HREZ.FREGUENHCY COUNTS 281
L1olo- dlonefes 2
QUERFLOW 2}
CLASZSES S
INTERVAL
.. .B3.898257E-91
FHMIMIFMUr
B,.a37137
MnAIMUM
.8862653
MERH
55, A0 B.EQ24519
= DE'J
E38461E-061
MEDIRH
.691499
MnUE
.£E218062
g, aado X - i rammn T T L ——7 DN/DS
LB [=ZA SRS g B0 QE8
SELLECTED DATAGROUP
59
ID.MR., TR SA EXT.1
FRONT. OO S 2722277
CHANMNELGROUP =
RES. F RUVEH Y COQUNHTS 191
E% 1@FEHHEH'( IHURQHG 191
o UHD.FLOI “
OVERFLOW B
CLASSES S
IMNTERWVHAL
. ..R.48B9797E-0B1
FMIMIrUM
. . .B.586830
MA S I
B.825723
ME [ M
IS, A6 .. B,.E697334
3 e ST.DEV.
... 3.519217E~-081
MEDIRH
...... €E96632
MDUE
s e s L. EFB8848
|
i
I !
g.6000 - o - -t DN/DS
[ 5R5] RG] .588
GRAFICA IV-
8) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION 0F FRECVENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL
DIAKETAD MENOR DE LOS PERFILES NUCLEARES Y EL DIAMETRD MENQR DE LOS PERFILES NEURONALES (DN/DS)
EN LOS CORTES FRONTALES, FARA LA ZONA MEDIA DEL SECTOR oxe (cxe M),
B) HISTOGRAMA OE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL

QIAKEIRQ MENOR DE LOS PERFILES

NUCLEARES Y EL QIAXFIRQ MENOR OF L0S PERFILES NEURONALES (DN/DS)
EN LOS CORTES FRONYALES, PARA LA ZONA INFERIOR DEL SECTOR oxe (cxe 1,



% SELECTED DATAGROUP
A

B

ID.NR. TR 5A EXT.1
SAGIT. Q0 57 227277

CHANNELGROUP 1 2 =

ABS. FREQUEHLDY COUNMTS 221

SR, B9 IM RFRAHGE F2l
UMD . FLDId )
QUEREL DL B
CLHSZES s
INTERMVAL

IRy, 54 ... .A.EF2935E-B1
MI I
. .5 62161
FMAEZIFUMA
L .r s .B238628

o MERN

2| . B+ ... B.734192
ST.LOEWV.,
.. ..0.581129E-91
MEDIARM
r:,“.:”.JE._:L_-J.?‘3-476(3

106, 04 c e e aB.734510

B, 080 T —* i : , — l 4 DN/DS

o s Rt .2mQ 568

SELECTED DATAGROUP

ID.NR. TR SA EXT.

saAGIT. 0L 97 ??????

CHANNELGROUP 1

MBS . FREQUENCY COUNTS 240

AES.FREQUENLY fH O RANGE 546

11u.aw UrD. FLOW a
DUVERFLOL @
CLASISES S
IHTEFUQL
..... . S26987E-A1
MIHIMUU
...... 17957
MQ,IHU
...... 886451
MEHHﬂ ceri93

== & Lt 2 "4 s 13

55,008 &y BEW"

. 5N 515627E-81
MEDIAM ;
C . ... 749286
MODE
c .. . TSB12D
l l
R.OA6 ! Y T = 7 DN/TS
L 7BRY . EBE .280

GRAFICA IV-—-52

£ FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL
& NUCLEARES Y EL QIAMETRD MENDR DE LOS PERFILES NEURONALES (DN/DS)
£l SECTOR oxe TOTAL,

4) KISTDGRAMA DE DISTRIBUCION D
QIAMETRD MENDR DE LOS PERFILE
EN LOS CORTES SARITALES, PARA

§) HISTOGRAMA DE DISTRIEUCION O FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL
QIAMETRO_MENOR OF LOS FERFILES NUCLEARES Y EL DIAWETRO MENOR DE L0 PERFILES NEURONALES (DN/DS)
EN LOS CORTES SARITALES, PARA LA ZONA SUPERIOR DEL SECTOR oxe (oxe §),



a9 SELLECTED DATAGROUP

ID.NR. TR SA EXT.1
SAGIT. 00 57 27?2727

CHANNELGROUP 2

ﬂES.iREQUEHCY %ﬁggéﬁgﬁ %22
0. O - . =
11w, B BUEREL AN 3
CLRASSES ~
TERMAL
Iv'iabﬁrzszss—ex
1 1 '\ .’
t;¢iﬂ.562161
ngH 3.598628
ne rT CEU728983
S5 . B =] !
T H611?63E 81
H
SES F29424
|
?31818
5,000 l - —H l — DN/DS
LERA L 700 . 800 .308
_SELECTED DATAGROUP
B>
ID.NR. TR SA EXT.1
SAGIT. o 57 299777 "
CHANNELGROUP I
ABES.FREGUENC COUHTS 24
A Ifn rREAGE 240
UMD . FL QO %]
QUVERFLOL B
CLASSES 5
INTERMVAL
... B.628783E-G1
FAT R IH0E
r e ..535869
PEIm0e
f e, B .ERE261
MEAH
=55, a0 e BB.7264193
ST.DEWV,
... .H.531526E-21
MEDIHH
...... 728919
MOBE "
...... FTIS5641 .
H.a08 T T T I = DN/DS
451! A =N .20
GRAFICA IV~—-£0D
6) HISTOGRAMA OF DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL

QIAMETRD MENOR DE LOS PERFILES NUCLEARES Y EL QAMETRQ MENOR ODE LOS PERFILES NEURONALES (DN/DS)
EN LOS CORTES SAGITALES, PARA LA ZONA MEDIA DEL SECTOR oxe (oxe M),

B) HISTQGRAMA OF DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A& LA RELACION ENTRE EL
DIAKETRG MENOR DE LDS FERFILES NUCLEARES Y EL [IAMFIRD MENOR DE LOS PERFILES NEURONALES (ON/DS)
EN LOS CORTES SARITALES, FARA LA ZONA INFERIOR DEL SECTOR oxe (cxe 1),



SELECTED DATAGROUP
A
- ID.NR. TR SA EXT.1
HORIZ. QO S5 2272727272

CHANNELGROUP 1z =

RES.FREQUENCY

A B COUNTS 7z1
4Ea . O~ IM _RANGE /71
UMD .FLOW 8
QUERF LGl a
CLASSES S
INTERYAL
FRO. 0 ...B0.8354D3
MIATMgE -
----- - S
AL LI N
..... 7.80476
o MEAN
w04t F T . 43427
STIoEV. o Lo
.« = o K ¢ 2957
MEDIAN" 1;9
..... .44
1698, 6+ ' TOPE 5 46399
B.000 — - * * S | — D<H/A.S.
4,808 S.Ea0 £.080 F.oem 2.800
SELECTED DATAGROUP
B2 ip.NR. TR SA EXT.1
HORIZ. Q0 52 727777
CHANNELGROUP 1
ABS.FREGUEMCY COUNTS 268
S ‘ IH _RANGE 26y
le - 8 UMD.EFELOW
DVERFLOL )
CLASSES S
INTERVEAL _ o
120. 6 MIfIrAiE
..... 2.32774
A
..... F.58694
MEART "7 s
20, A0 sTioEv.”
. L. .B.776845
MEDIAN
..... 5.31283
MODE -
sa.804 v 9 e S.32890
B.000 l — — — . .I r D<N/A.S,
4.000 5.000 £.006 F.e0@ 3.000 v

GRAFICA IV-&1

A) HISTDGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CDRRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL

QIAYETRD MENQR DE LGS PERFILES NUCLEARES Y EL ARZA DE LOS PERFILES NEURONALES (DN/A,S,) EN LOS
CORTES HORIZONTALES, FARA EL SECTOR oxe TOTAL,

B) HISTOSRAMA OE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL
DIAMETRD MENOR OF LOS FERFILES MUCLEARES Y EL AREA DE LOS PERFILES NEURONALES (DN/A.S )} EN LOS
CORTES HORIZONTALES, PARA LA ZONA SUPERIOR DEL SECTOR oxe {cxe &),



A

B

SELECTED DATAGROUP

ID.NR.
HORIZ.

TR 5A EXT.1

G0 52 27222272

CHANNEL GROUP

ABS.FREGUENCY COUNTS
-y IN RAAGE
t1e.q DHD. F LG
QUERF L O
CLASSES
INTERVAL
e ..B.758843
FMIAIFMOM
Cree.3.35185
AR IO
c e ne T 14528
] FE A fy
S5, @04 cre..5.27712
STIDEUV]
. :.0.697319
MEDTAT
..... S.24457
MODE
.....S5.21884
B.0808 . —— —
4.8008 5.0 €.800 7.0
SELECTED DATAGROUP
ID.NR. TR SA EXT.1
HORIZ. 00 S& 227277
CHANNELGROUP =
AES. FREBUEHDY counTs
11@. 84 UND. ELOW
OVERF LD
‘ CLASSES
INTERWEL
.. 0. 7E98089
FATHEMOM
..... 5. 85571
FAIr0r )
..... 7.80476
MEANT T
§5. 064 sTIpEDIC 0T
s e B.683915
MEDIAH _ .
veir.S5.70852
MG E
..... 5.78774
|
i
a.080 | S - , — | S
5. H00 £. 060 7,900 £.000
GRAFICA IV-—-£2Z2
f) KISTOGRAMA 0 DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL
QIAMETRO MENOR DE L0OS PERFILES WUCLEARES Y EL AREA OF LGS PERFILES NEURGNALES (ON/R.S,) EN LDS
CORTES HORIZONTALES, PARA LR 20NA MEDIA DEL SECTOR oxe (oxe M),
B) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE & LA RELACION ENTRE EL

QIAMETRO MENOR DE LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA ODE LOS PERFILES NEURDNALES (DN/R,S.) EN LOS
CORTES HORIZONTALES, FARA LA ZONA INFERIOR DEL SECTOR oxe (cxe 1),

ath
NERD WG]

PR

D<NrsAR.S.

S
LhEe0nay

NI (N]

D<N/sA.S.



A ISELECTED DATAGROUP

ID.NR. TR EA EXT.i
FRONT ., 00O 5% 7272272727

CHANNELGROUP 1 2 0=
AES.FREQUEMCY COUNTS @1
Taw. fq I RAHGE 601
RIS UMD . ELCA &
DUERFLGIN )
CLRSSES S
INTERWVAL
..... 1.626329
HIHIMUMﬁqq 5
s I S o =.2795
£0a. 6 FMAKIMOM. 7"
..... 2.01146
FMEAN N
..... G.9R117
STLDEV,
...... F98218
MEGT AN
R I & I R T T $.7988¢%
tO0E
E .....4.59?13
! :
q "
% ’ :
R E i = £ - - A D<H/A.S.
= GREEG! b G R e A AR
SELECTZD DATAGROUP
BJ ip.nrR. TR SA EXT.1
FRONT. o Sy 2727277
CHANNELGROUP 1
LES.FFCHUEMQT %H”Eé% c zag
- CE =xv)
114, 09 UMD, FLOM &
GUERFL DI =)
CLAZSES 5
INTERWAL _
PR S Il o =
MIfIMOr -
« noe Pl = R o I
FARSCIMOM
..... &.21775
ME &N } -
s5.@oa4 K e e e G .6383222
St K ST.0EV,
.. ..A.684352
FEDIAN
.. 4.56373
MODE
p R R 4.44704
]
:
\ k i
M, BB g r - “ 1' = — - | T D<KNSsR.S.
4,960 S. 000 &.0oa F.nea0

GRAFICA IV—-E&Z

) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CGRRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL
ENOR DE LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE L05 PERFILES NEURONALES (ON/R,S.) EN LOS
CORTES ERONTALES, PARA EL SECTOR oxe TOTAL,

B) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACIDN ENTRE EL
DIAMETRN MENDR OF LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE LOS PERFILES NEURONALES (DN/R,S,) EN LOS
CORTES ERONTALES, PARA LA ZONR SUPERIOR DEL SECTOR oxe (cxe 9,



Al
SELECTED DATAGROUP

ID.NR. TR S@ EXT.1
FRONT. 00 5% 27272977

CHANNELGROUPR 2

HES.FREUEHCY

fRYELRce 581
11989 UHC . ELOW ““a
OVERFLOW é
CLASSES S
IMTERVAL
S ...B.382927
MIAIMOM
ene 2. 27953
FASIMGM
..... 7.19417
MEAHN
ss.e04 K ¥ ol 4.86171
§T.DEV
s ..eB.819611
MEDIAMN
..... 4.83931
MODE
..... 4.87319
8.0y T g - T = J’1 D<H/R.S.
}.ooon 4. G0 S.aB0 E.BBE 7.908
,SELECTED DATAGROUP
ID.HR. TR SA EXT.!
FRONT. U 57 299279
CHANNELLGROUP 3
eSS . FeEEDLEMCY COUNTS 191
w-PRERUENLC TH RONGE 121
t1a. b UMD . FL O )
OUERF LG @
CLASSES S
ITHTERMAL
. HL EEGSFA
MIRIAQM- "7
..... 2.586537
F1B7 MM ;
..... A.@1146
MEART T g
S5 . AEA é.i.:b-‘o': =
... 811429
FMEDIRT
..... 5.1z@82
foDE
X i ..5.81948
y ' ﬂ
£ B3 E - SR— — s I . O<H/A.S.
4. ARG =L, BEA S 3ER P v 5 3.001

GRAFICA IV—-64

) HISTOGRAYA OF ODISTRIEUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL
DIAKETRO MENODR DE LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE LOS PERFILES NEURONALES (ON/A.S,) EN LOS
CORTES ERONTALES, PARA LA 2ONA MEDIA DEL SECTOR oxe (oxe M,

B) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL
QIAMETRO MENDR DE LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE LOS PERFILES NEURONALES (DN/A,S.) EN LOS
CORTES FRONTALES, PARA LA ZONA INFERIOR DEL SECTOR oxe (cxe D),



SELECTED DATAGROUP

A2 ID.NR. TR 5A EXT.1
SAGIT. QO AG 272729277

CHANNEILLGROUP T2 I

REBES.FRERUENMCY

' FRYHIRce 224
P RE. i =
4Ba = UHD.EL O B
GVERFLOIN 1]
CLRSSES 5
INTERVAL
THO., L. B.E83270
MIMIMOM ~7 0 "
e .. 2.GREEES
PR I M
..... 7.51261
o MEAM
I R v e 5.483@5
ST.DED
. ..B,.6591121
MEDIAN
..... .28304
! MODE
te@.a4 B % T, 5.32638
o i ; i
BB e T T e T D<(H/AR.S.
G . a0n S.eaa E.B00 FLean 8.080
 SELECTEU DATAGRUUP
B p.ur. TR 8A EXT.1
SAGIT. OO &0 27227277
" CHANNELGROUP 1
MES . FREQUEMNDY COUMTS 248
HES. FREMUENLS IR FOHGE 226
11w, B4 UMD . FEL W %]
OWERF L O ]
CLRSZES ]
INTERVAL
. B.71765
FAI A IMOM N
..... I.a9628
F1ASCTMDM
. s e.r.r.ZSS08
B 8 FMEMAHM 41186
LRI : 1
. . ..0.531836
MEDIEN
.. .S. 329551
MOGE i
..... 5.38396
: , |
I R : r — T * D<N/A.S.
4.m00 S.LaEE 6. 0BG 7.B08

GRAFICA IV-E5

f) HISTOGRAMA OF DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL
DIAMETRO MENOR DE LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE LOY PERFILES NEURONALES (DN/R,S.) EN LOS
CORYES SAGITALES, PARA EL SECTOR oxe TOTAL,

8) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIRS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACIDN ENTRE EL
QIAMETRO MENQR DE LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE LOS PERFILES NEURONALES (DN/A,S.) EN LOS
CORTES SAGITALES, PARA LA ZONA SUPERIOR DEL SECTOR oxe (cxe §),



SELECTED DATAGROLIP

ADJ ID.NR. TR SA EXT.1
BAGIT. 00O &0 227272727

CHANNELGROUP

ARS.FREQUENT ' %DUHTS 241
o N RAAGE Zal
118, 0 JHD . EL O 3
OQUERFL QM I
CLHSSES 5
IHTEEUDL
... 721924
FIINIMUM .
..... 2.66386
MH,IMUM
..... zse18
MERAN
B I 5 - 22561
ST,DEU
...... 398569
HEDIHH
....... 12427
MODE
...... . 26612
SRS T . — T A IT . D<H/A.S.
4. BEa S.a00 s, O3 S LR
_ SELECTED DATAGROUP
EJY 1p.NR. TR Sm EXT.1!
SAGIT. 00 40O 7227729
CHANNELGROUP 3
ARES.FREQUENCY %guggﬁce gzg
1la. 9 GHD . FLOW e
QUVERFLOM 0
CLHZSES S
IHNTERVAL
... ED4654%
FINIFMUM )
..... 4 .23934
A I MU
..... 7.51261
MEAN " Lo
5 5 2 T [ . l e <
SD. R &5 D o= i
EEB23S
MEDIRH
c e s e e 3. D32325
MODBE -
..... 36063
B, e . ﬁh T T O<{H,/A. 8.
5,309 =g s g g s .08 S.opn

GRAFICA IV—-66&

A) HISTOGRAMA DE DISTRIBYCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL
QIAMETRO MENOR OF LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA OF LOS PERFILES NEURONALES (DN/A.S,) EN LGS
CORTES SAGITALES, PARA LA 2ONA MEDIA DEL SECTOR oxe (oxe M},

E) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL
QAMETRO MENOR OE LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE LOS PERFILES NEURONALES (DN/A,S.) EN LOS
CORTES SAGITALES, PARA LA Z0NA INFERIOR DEL SECTOR oxe (oxe 1,



AN

SELECTED DATAGRQUP

ID.NR. TR SA EXT.1
NU/CIT OO0 Q2 2?27?27

| CHANNELGROUP 1 2

X
'REL.FREQUENCY X couNTS o 271
e ) ¢ CH N s
 88.00 UND. FLO -
; OVERFEL DI B
CLASSES 16
3 a INTER Y Esaso
58,00 s s B 5]
1o 7 MIfIMAOr
N WA, B5.80080
| FMASCErMOM .
i L esel . 0EBGB0
; FMEG
| 40,00 fr. B, 505046
; ETIDEVS
! ... .5.509323E-61
| MEGIAN
; .:..0.508752¢
% 1O D E i
ize.aa4 ....B.SBrE32
f
' D.800 - + ——t - A . t Mu/Ci t
8.000 .2698 . 480 .E600 .s8@0 1.960
)SELECTED DATAGROUP
ID.NR. TR SA EXT.1
NU/CIT QO 0F 227277
CHANNELGROUP 1
YEL.FREBUENCY COUNTS zE®@
REL. FRERLENLY I _RAMGE ZEg
26 . B E UMD, EL O @
QUERFL O )
CLASSES 16
2. BeY FMIMIMOM
..... 6.00000
Fa< Ir0r
....1.000000
MEAR oo
% % _< . s w o . ot it e
43, a0 ETIDEV.
D ... B.8521791E-81
MEDIAM -
. ..B.512143
FMADE !
29, 80 ....8.516156
|, ann { —— —_ SR t t Hu/sCi ¢
3. B 203 Rr-acyul [y=ys! . 3849 1.8

ul
~

GRAFICA IV-—

A) HISTOGRAMA DE OISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESFONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL ARER
DE LOS PERFILES NUCLEARES ¥ EL AREA DE LOS FERFILES NEURONALES (Nu/tin) N LOS (ORTES
HORIZONTALES, PARA EL SECTOR oxe TOTAL,

B) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A L& RECACION ENTRE EL BREA
DE L0S PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE LOS PERFILES NEURONALES (Nu/Cit) EN LOS CORTES
HORIZONTALES, PARA LA 20NA SUPERIOR DEL SECTOR oxe (oxe §),



)SELECTED DATAGROUP

ID.NR. TR SA EXT.1
NU/CIT 00 0z 222727272

CHANNELGRQUP 2

REL.FEERQUENCY COUNTS 263

SE L IMH RHHGE 263
UMD . FLOW )
QVERFL O @
CLRSSES 10

o IHTERVAL

£0. 60 . ...60.160008
FMIFIMOM
..... 2.00000
MBXIMUM
c.e.1.000080

| FMEAN

40,00 ,...0.4289060
ET.DEV.
. . ..0.476153E-01
MEDIAN
G ...B.4932B66

o MODE

I9. B9 vl B.494231

3.808 : A — — — ' + Hu/Cit

o.G80 Z2oa . 400 . 600 .S80 1.808
_ SELECTED DATAGROUP
e

ID.NR. TR SA EXT.1

NU/CIT 00 02 777727

CHANNELGROUP 3

REL.FREGUENHCY X counTs o 248

ea.saw UND.FLOW )
AVERFLOW 8
CLASSES 18

58, 00 MINTIHADM

by
Q
[
W]
Q
@

<
pal
.
AN
» H
~3
X

. .0BoBB0
MEAN <1188
4B, Y- é_.r:ééo-_l 88~

.. ..8.523423E-01
MEDIAN

s ... B0.516541
MODE
2B, B84 L. ..B.5148598
a.0a8 S - - e} - e l t + . Nu/sCi t
3,300 2ug . 4B 2350 %] SBn 1.8988

GRAFICA IV-63

A} HISTOGRAMA OF DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE £l BREA
DF LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE LOS PERFILES NEURONALES (Nu/Cit) EN LOS CORTES
HORIZONTALES, PARA LA ZONA MEDIA DEL SECTOR oxe (cxe M),

B) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL BREA
OE L0S PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE LOS FERFILES NEURONALES (Nu/Cit) EN LOS CORTES
HORIZONTALES, PARA LA ZOWA INFERIOR DEL SECTOR oxe (cxe IV,



E>

A SELECTED DATAGROUP
) .

ID.NR. TR SA EXT.1
NU/CIT 00 03 272797

CHANNELGROUP 1 2 3z

FREL.FREQUEHCY

COUNTS 5
S0 . 90— IN RARGE Egi
UMD.FLOIN @
OVERFLOW 2
CLASSES 16
IMTERVAL
6@ . 00 .. .0.100000
FAT A IMGM
..... B.oB0e0Be
MAMIMUM
Méhnl ooBERA
4B, 00 ..-.B.4680
ﬂ ST'DE'E167T;E e
MEDTAM" !
Mébé8'462993
Z9. 88 i .. B.456526
8. 080 ] I ; I S
_ P . A I H
O.8amna LA 430 A= =Es] . éBB 1. gBB fuscit
. SELECTED DATAGROUP
ID.NR. TR SA EXT.1
NU/CIT Of 03 272997
CHANNELGROUP 1
FEL.FREGDUENCY %ﬁupgﬁre 228
20,00+ UNHD. FLAOW T
OUEEELOW 2
CLASSES 16
| IHTEE”?%B@BB
59,80 FE TG
..... 5.00000
MAXIMOM
. ..1.0PR0G0
ME AN )
*B ;_18_.. .S:r-[':lg\.)458"71
L. .B8.4%476015E-061
MEGIAN -
c...B8.458446
FODE »
28,00 c ... B0.4625086
B.08R293 1 — LL - —+ 1 ~t Nu/Cit
H.Ean 203 . 4R 6 £ 1) SOQ 1.8060
GRAFICA IV-£9

&) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL BREA

DE LOS PERFILES NUCLERRES
PARA EL SECTOR oxe TOTAL,

Y EL AREA DE LOS PERFILES NEURONALES (Nu/cit) EN LOS CORTES

ERONTALES

B) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL BRER
DE LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE LOS PERFILES NEURONALES (Nu/Cit) EN LOS CORTES ERONTALES,

PARA LA 20NA SUPERIOR DEL SECTOR oxe (cxe ),



B2

)SELECTE

ID.NR.
NU/CIT

D DATAGROUP
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By HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL AREA

DE LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE L0S PERFILES NEURONALES (Nu/Cit) EN LOS CORTES ERONTALES,
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A
ID.NR. TR SA EXT.1
NU/CIT OO 04 7272?2277

CHAKNNELGROUP 1 2 I
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CHANNELGROUP 3
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f) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL RREA
DE LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE LOS PERFILES NEURONALES (Nu/Cit) EN LOS CORTES SAGITALES,

PARA LA 20NA MEDIA DEL SECTOR oxe (cxe M),

B) HISTOGRAMA DE DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS RELATIVAS, CORRESPONDIENTE A LA RELACION ENTRE EL AREA
DE LOS PERFILES NUCLEARES Y EL AREA DE LOS PERFILES NEURONALES (Nu/Cit) EN LOS (ORTES SAGITALES,

PARA LA 2ONA INFERIOR DEL SECTOR oxe (exe D),



6.8. Esquemas de los perfiles neuronales analizados.

Para finalizar esta seccién exponemos una serie de esquemas
(E1 a E9) en los que se recogen algunas de las cuadriculas analizadas asi
éomo los perfiles neuronales que contenian y a partir de los cuales se han
obtenido todos los valores de los distintos parametros analizados tal y
como se ha descrito en el capitulo correspondiente a ¥aterial y Métodos.
Cada uno de los esquemas expuestos pertenece a una zonha de estudio y
direccién de corte diferentes. Con el fin de poder representar todas las
neuronas comprendidas en la cuadricula de estudio, se ha reducido 1la
relacién neuropilo/griseum; no obstante y con el objeto de hacernos una
idea de la direccién preferente del conjunto de los perfiles neuronales se-

ha mantenido la orientacion que cada uno de ellos presentaba en el corte.

En cada esguema adem&s de la 1imagen, obtenida mediante
ordenador, del corte con la cuadricula (en blancao) de donde se han tomado

perfiles para su estudio y del dibujo de los mismos, se consignan:

-~ Noumero del KGLd estudiado (G1l, Gz, G3, etc.).

_ Direccién de corte considerada (H = horizontal, F = frontal y
S = sagital).

- Zona de estudio (Superior, Media e Inferior).

- Nomero de preparado y paralelepipedo correspondiente de medida
e,

- Distancia al primer corte histolégico de la serie.

- Las flechas indican la orientacién de cada imagen (A = anterior,

L = lateral, D = dorsal, P = posterior o caudal).
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7. ANALISIS DE POBLACIONES O CATEGORIAS DE PERFILES.



7. ANALISIS DE POBLACIONES ¢ CATEGORIAS DE PERFILES,

7.1. Doble clasificacidén.

Alcanzadas las conclusiones anteriores sobre poblaciones y
orientacion de las mismas, quisimos entonces concluir nuestro propésito de
clasificacién morfométrica y estudio del sector oxe del NGLd del conejo, a
partir del analisis de los parametros morfométricos que definieran cada
una de las poblaciones. Para ello, lo primero que nos planteamos fue
establecer una doble clasificacién a partir del factor de forma y tamafio

de los perfiles neuronales.

Con anterioridad <(ern la seccién 6 de este mismo capitulo) se ha
presentado la pauta a seguir para la obtencién de los valores totales
encontrados en el sector e en cada una de las direcciones de corte
empleadas (reflejados en la tabla IV-16). Ahora se trata de analizar
concretamente la situacién de cada clase o posible poblacién. Ya hemos
expuesto anteriormente que de las tres direcciones de corte, es la
correspondiente a las secciones horizontales la que por ofrecer mayores
porcentajes de perfiles tendentes a la forma eliptica resulta la mas
favorablé al corte, y serad por tanto la mas apropiada para iniciar el
estudio. Al observar la zona superior del sector «<xe del NGLd del conejo
en los cortes horizontales, encontramos un porcentaje del 87,31% gue
corresponde a .secciones nitidamente elipsoidales (F.F.e. < 0,8), frente a un
12,69% para las secciones con un valor de factor de forma mayor o igual a
0,8, Segin esto, vemos que para los perfiles con factor de forma eliptica
menor a 0,8, aparecen tres o cuatro poblaciones para analisis, siendo otra
la situacién para el caso de perfiles con factor de forma mayor o igual a
0,8. Xientras que para el caso de los perfiles elipsoidales el problema a
resolver es determinar cual es el tamafio o tamafios de las neuronas
elipspidales o de perfil de forma eliptica (ya hemos dicho que estos
perfiles sélo pueden provenir de neuronas de forma eliptica’), en el caso

de 1los perfiles tendentes a la forma circular el problema es doble:
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TABLA IV-I1E&

| | | | |
ZJONA | F.F.e. | TANA®OS |HORIZONTALES! FRONTALES | SAGITALES
} } I } |
| | | | l
: } 100 - 180 | 25,38 : 19,14 | 37,08
| | !
| I 180 - 260 | 47,69 | 48,80 { 45,83
I % < 0,8 1 | | |
| | 260 — 340 | 11,15 1 5,74 | 3,33
e | { | f l
s : : 340 - 420 : 3,08 : 0,00 | 0,00
)
U ! TOTAL % F.F.e. i 87,31 i 73,68 ! 86,25
P | | 1 } |
E |
R I i | ! |
é | | 100 — 180 | 4,23 I 4,31 | 7,92
I l | | |
R | I 180 - 260 1| 7,69 } 18,66 ) 5,42
1 % 2 0,81 | | |
: : 260 — 340 } 0,77 : 3,35 : 0,42
: : 340 - 420 | 0, 00 | 0,00 | 0,00
| | |
{ TOTAL % F.F.e. ) 12,69 : 26,32 : 13,75
1 |
))»))»»»))»»))))»»»»»»»))»))»»»))))))»»))))»»»))»»»»»»»»»))»»»»»»»»»))))))»))»»»»»))»»»
l } ! !
: ! 100 — 180 | 28,14 : 19,40 : 28,63
| |
! | 180 — 260 1| 52,09 | 34,33 | 48,96
| %2 < 0,8 1| ! | |
: I 260 — 340 | 11,03 : 12,44 | 4,98
| ] |
Xe : I 340 — 420 | 1,90 : 0,00 : 0,00
I | '
| | TOTAL % F.F.e. | 93,16 | 66, 17 1 82,57
E | | | I l
D {
I | | | 1 i
8] : { 100 — 180 | 3,04 : 8,96 : 8,71
| |
| I 180 - 260 1| 2,66 | 18,91 | 7.88
I %22 0,8t ] ] ]
| I 260 — 340 | 1,14 I 5,47 : 0,83
! | i |
1 1 340 — 420 | 0, 00 } 0,50 : 0,00
| | | |
} TOTAL % F.F.e. | 6,84 : 33,83 { 17,43
| l ]
PRRNDRRRRARRNRNNDINNNRRDRNINRDNNRNNNDNNRNNNNNNNINDNNN NN NRNARNNRDNNINNNINDD
| | |
: : 100 — 180 | 41,94 : 32,46 : 52,50
|
| | 180 — 260 | 39,52 | 31,94 1 28,33
I %2 < 0,8 1 | | |
I | 260 — 340 | 1,21 1 4,19 | 0,42
xe | 1 | | |
I | 1 340 — 420 | 0,00 : 0,00 | 0,00
| ! 1 !
g ] TOTAL % F.F.e. | 82,66 | 68,59 : 81,25
| ! | |
E |
R | | | i [
é 1 I 100 — 180 ! 12,90 | 13,61 | 12,50
| f { | |
R ] | 180 - 260 | 4,44 1 15,71 | 6,25
! %2 0,8 | | | |
i I 260 — 340 | 0,00 ! 2,09 | 0, 00
| | | | |
] 1 340 — 420 | 0,00 | 0,00 : 0,00
[ { | J
| TOTAL % F.F.e. 1 17,34 i 31,41 | 18,75
| | | 1 |
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&> determinar del conjunto cuales corresponden a secciones provenientes de
células esferoidales y cuantas a células elipsoidales seccionadas s'egx‘m su
diametro menor; b) concluir el niomero real de poblaciones esféricas, caso
de que existan, pues podria suceder que todos los perfiles con tendencia
circular fuesen en realidad secciones de células elipsoidales seccionadas

segin su dilametro menor.

41 analizar los valores y comparar los de distintas zonas
vemos, por ejemplo, que en la zona media del sector «xe y para los cortes
horizentales, o bien las células estan orientadas més hacia una direccién
antero-posterior y por eso ha aumentado el porcentaje de perfiles com
factor de forma menor a 0,8 (82,78%), o bien la poblacién de células
esferoidales ha disminuido. Por lo deméas, las zonas superior y media
resultan ser bastante semejantes como ya se ha expuesto en otras ante-

riores comparaciones.

For Gltimo, en ia zona inferior se observa un notable incremento
de perfiles con tendencia & la forma circular (F.F.e. 2 0,8), situacién que
se hace patente en las secciones frontales y sagitales. Dentro del valor
17,34%, aqui aparecido, llama la atencién el porcentaje de 12,90% correspon-
diente a celulas que con un F.Fe. ? 0,8 presentan un tamafio entre 100 um*
y 180 pm® de area de. perfil. La pregunta a responder es la misma que
hicimos anteriormente: ¢son estos valores producto de poblacicnes de

caracter tendente a la esfericidad o se deben exclusivamente a la

orientacién de las células elipsoidales?.

Independientemente del analisis mas detallado que se verifique
més adelante, de todo lo expuesto surgen dos afirmaciones incuestionables:
que el numero de células elipsoidales es muy superior en las tres zonas y

que ofrecen tamafios diversos en su origen.

Continuemos ahora el estudio contestando 2 tres cuestiones que

nos parece son las fundamentales:

-300~



a) ¢(Cudles son los tamafios de las celulas reales causantes de
los diferentes perfiles neuraonzles que observamos en cada

caso?.

b) ¢Cuenta cada clase o tamafio de perfiles con algun otro

caracter especifico?.

c) gHéy alguna condicién que diferencie las posibles celulas

esferoidales de las elipsoidales?.

La cuestién "a" se puede contestar a partir del analisis conjunto
de los porcentajes de areas y factor de forma de las secciones realizadas
en las tres direcciocnes <¢horizontal, frontal y sagital). Las cuestiones "b"
y "c" necesitan de un nuevo andlisis de caracteres morfometricos para

poder ser contestadas.

Cuestién a).  Si para todas las secciones obtenidas a partir de las tres
direcciones de corte histolégico multiplicamos tamafios por porcentajes y
los sumamos todos, obtendremos para cada zona y clase de factor de forma
una cifra que ser& expresion relativa de los tamafios reales de las celulas

existentes a ese nivel. La tabla IV-17 recoge estos valores.

Conjugando los valores obtenidos para la zona superior y media
se ve cdmo sigue apareciendo en sus construcciones una gran similitud, al
igual que ocurria en lps anélisis realizados anteriormente sobre otras.
medidas o parametros. Del mismo modo, la zona inferior ofrece un valor mas
bajo (53.361,60 pm®) que los ofrecidos por la zona media (61.504,80 pm=) y
superior (60.626,60 pm*=), lo cual indica que realmente en la zona inferior
hay células mas pequefias y la falta de perfiles con valores de area
comprendidos entre 340 um* y 420 um® asi como la escasez de perfiles con
valores de area comprendidos entre 260 um® y 340 pum*®, es debida no a
efectos del corte sino a que verdaderamente hay una ausencia de células

grandes.
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HORTZONTALES

(0084408 )
|

21075,40 pu* | 20851,20 pn® |

|

! { i i {
ZONA | | TAMARDS | [ FRONTALES SAGITALES | I (H+F+3)
e | } IR f
l [ f
} 1100 - 180 | 355320 pm® | 2679,60 pm? = % pw?
{ i !
} i 180 - 260 ; U491 ,80 pm* % 1073600 um? pm* | pm=
!
i ! { 260 - 340 1 2345,00 pn* 1 1722,00 pm?® e 2
xXE i I !
. E | 340 - 420 1 170,40 pn® ; 0,00 pm2 pm= | pn?
5 { [ !
o [ TOTAL | 18560 ,40 pm? | 15137,60 pw? pr= | pm=
P I { L {
£ ] { } |
? { : 100 - 180 : 592,20 pw? } 503,40 pn? pm? ! pn
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|
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I
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— | — |
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!

l
100 - 1890

!

[
00 w2

t ! } 393%,60 pm*? : 2716 j pm? ! pm?
I
: 1180 - 260 | 171459, 80 n? ; 7552,80 pn? pne : 0 pn®
! |
i i 260 - 340 : 3305,00 pm* i 3732,00 pm? pm= : i
43 } { 340 - 420 : 722,00 pm? : 0,00 pm? pm= : pm=
Mo I TOTAL | 15430,40 pm? 1 14000,60 gn? pme | pmz
E | | 1 A ' |
D ! l ! |
é ; {100 - 180 | 425,80 pn* } 125440 pw* pm? ; pm=
l !
i | 180 - 260 | 585,20 pw* { 4180,20 pm? pm= % pw?
I !
{ i 260 - 340 i 342,00 pm? % 1641,00 pm? pne { pm*
} } 340 - 420 : 0,00 pw? : 130,00 pn® pm? } pas®
! ([ TOTAL | 1352 80 pm® 1 7245,80 pn® pn® | pn®
| | | | {
| | !
TOTAL 0,8 + & (¢ f 20783,20 pn* l 21246 ,20 pm? | pms | ) pn®

PHH))Hl\)})))))l))!)))))J)H)))))HH)»))H)H)i!)D))H)H))l)DHD)HHJ)H»X)))HHH)))DHH)PP

|

: =’100 - 150 } 571,60 - pa? } 4544 40 pn? E pn2 : 2

{ : 180 - 260 { 869440 pn? : 702680 ym? % pm? { pi®
|1‘E: 10,8 1 260 - 340 1 363,00 pm= { 1257 ,00 po* { pn= : 00 pm?
I ; } 340 - 420 } 0,00 yn? : 0,00 pm? } pn® : pim®
N { TOTAL  t 14923,00 pw® | 12828,20 pm= | pn* o pn*

T % i | }
? } { 100 - 180 % 1806, 00 pn* : 1805 4 pmz l pa= 1 Il
Q ! [ 180 - 260 1 976,80 pw™ | 3456,20 pa” | = pn=
" : } 260 - 340 ; 0,00 pm= i 527,00 pw® : D0 pn# i pn?
i i 340 - 420 i 0,00 pn? i 0,00 pw? E pm= i un®
i

Ai 1 TOTAL { 2762,80 pu* f 5988, 60 pm* i pm? i pn
TOTAL ¢ € 0,8 # 3 0,8 ) ; 17711, 80 pa* ; 18216, 80 pmw* j 16833,00 pm® i pm=




Ademas de los célculos anteriores es de interés, para proseguir
nuestro estudio, obtener para cada clase de tamafic y factor de forma, los
valores medins de cada uno de los parametros analizados (area del sona,
area del nucleo, factor de forma eliptica del soma, factor de forma
eliptica del nucleo y relacién ntcleo-citoplasma), en cada una de las zonas
de estudio y direcciones de corte consideradas (tablas IV-18a a IV-181).
Obsérvese que en dichas tablas, con respecto al factor de fofma de los
perfiles neuronales, aparece una nueva clasificacién dado que la clase en
la que se agrupaban aquéllos con factor de forma eliptica menor de 0,8 se
subdividié en otras tres, con lo que los perfiles se reagruparon del

siguiente modo para dicho parémetiro:

Perfiles con un factor de forma mayor o igual a 0,8.

- Perfiles entre 0,8 y 0,7.

Perfiles entre 0,7 y 0,6.

~ Perfiles con un factor de forma menor a 0,6,

Estos valores méas detallados con respecto al factor de forma de
las particulas nos bhan proporcionado una orientacién mas minuciosa sobre
Su mayor © menor tendencia hacia la esfericidad o bien hacia la forma

elipsoidal.

A partir de 1los valores contenidos en las tablas IV-18a a
1V-18l, estaremos en disposicién de poder distinguir particularidades en el
interior de cada factor de forma. Paor otra parte esta detallada clasifi-
cacién sera cuando menos conveniente para entender mejor los caracteres de

cada categoria de perfiles.
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!
j

|
I

| | | | | {
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! | ! | ! i

| } } { | |
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i A i | | : | n

| | | | |
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| B | 260-340 | i | i |

| g? | | + 18,12 | * 14,85 | = 0,030 | * 0,055 | * 0,042

| ! i | | | |

| A | ! | 1 [

| | | | | | |

n | 340-420 | ——=——= | | m———— R I———

| | | s | { !

| 1 | x | | |

INRDRIRRRNNRNINRNNDNNINRNNNNNRINRNANINRNINNDINNRRRNDRINNDINNINNIND BRRIRNRDIRINNDNINNNN

| i | x | i

i 1 i 151,84 1 83,43 | 0,856 | 0,831 | 0,548

| | 100~180 | i | i :

| i i + 19,19 | * 13,14 | + 0,040 | £ 0,084 | % 0,043

A | | | | |

PO | | | | | |

| N | { 193,73 | 98,86 | 0,830 | 0,801 | 0,512

| A | 180-260 | | | | |

| | | + 10,38 | + 10,84 | + 0,028 | + 0,087 | * 0,054

I a ! ! | |

[N | | : x n i

I F o | | | 1 |

I B | 260-340 | —————- | | m————— SR R ——

= n | 1 ! |

I | | x i !

O ! | | | 1

I R | | | | j |

| | 340~420 | ——-——- . | —mmmmm R — | mmm———

| !

i |

(

Tabla IV-18a._ Valores medios de los parametros: area del soma, é&rea del nicleo, factor
de forma eliptica del
citoplasma, para cada una de los tamafos analizados con un F.F,e, # 0, en las secciones

! 7

o

soniz,

factor

de forma eliptica del

nicleo v

ralacidn

niclen-



FRONTAL ( FACTOR DE FORMA 2 0,8 )

! | | { f !
{ ! I ! i |
%) Los limites de cada clase vienen expresados en pu®,

| | | i | { |
| CLASE(#)| AREA SOMA | AREA NUC.|F.F.e.SOMAIF.F.e.NUC.| ©Nu/cit |
i | { ! ] )} !
| | | | 1 i 1 |
| | i 148,11 | 74,82 | 0,854 1 0,761 | 0,504
a ! 100-180 | ! | | | |
i i | 20,73 | % 12,86 | * 0,030 1 % 0,046 | * 0,033 |
A ! n | | | n
PO i | | i 1 |
S | 212,51 1 97,94 | 0,847 | 0,777 1 0,462
I A | 180-260 | | | | | i
j | I £ 21,76 | + 12,05 | % 0,038 | x 0,075 | + 0,055 |
| S | | | | | {
L U | | | | | l |
P | 264,43 | 120,81 | 0,871 | 0,821 | 0,426
| B | 260-340 | | | i | 1
| g? | i +12,26 1 £ 7,58 | % 0,042 |2 0,101 : + 0,038
| a .
[ O | | | l | I (
P RO | | | i | {
i | 340-420 | ——=——n | e R | = J— |
i | | | I | 1 !
| | .1 | : | | |
|))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))l
l | | | i ; |
| | | 158,16 ! 80,92 | 0,850 | 0,791 | 0,512
| | 100-180 | | t ‘ | z
1 { { *+ 18,11 1 % 15,89 | + 0,035 | % 0,106 i 0, 086 |
| | 1 |
: | 1 | | | | !
A | 211,57 | 101,86 | 0,854 | 0,810 | 0,483
I O | 180-260 | | l | i i
| 1T | | +21,22 | £ 12,06 1| % 0,035 | + 0,068 | * 0,055
| A | 1 | | | i |
| l | i | 1 | |
| M | 286,62 | 130,87 | 0,856 | 0,853 | 0,461
I B | 260-340 | i | | |
1 ¥€ | | + 31,81 | * 19,57 | % 0,051 | % 0,065 : + 0,079 |
| | | | | | |
PoA | | 1 | | |
i | | t | | | |
i | 340-420 | —-———v | e | e | | —em——e i
| | | a n | | t
n | 1 | | [ ! !
l))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))l
| 1 i | n 1 a
i | | 151,12 | 73,87 | 0,852 | 0,814 | 0,490
| i 100~180 | i | | ; 1
| | | + 25,41 | 12,54 | % 0,042 | % 0,070 | % 0,040 |
A | { | i | |
I O | | | | | 4 |
{ I | 210,82 | 100,97 1 0,850 | 0,822 | 0,480
| A 1 180~-260 | ! ; | | t
| | | 22,03 | + 12,14 | + 0,040 | * 0,068 1| = 0,041 |
e | | | | | n
t I | { ] | ! | |
| o | 285,95 | 128,55 | 0,870 1 0,795 1 0,453
| B | 260-340 | r ! | | |
; %§ | | £+ 25,37 1 % G,60 | % 0,048 | * 0,077 1 % 0,060 ;
! : | | 1 |
O | | | | 1 |
=0 j | | | | !
| | 340-420 | —=———o | —mmem- | —mm——- | ———m e R 1
| |
| |
(

Tabla IV-18b,_ Valores medios de los parénetros: &rea del soma, area del nGcleo, factor
de forma eliptica del soma, factor de forma eliptica del nbcleo y relacién ndcleo-
citoplasma, para cada uno de los tamafos analizados con un F Foe, # €5 en las secciones



SAGITAIL ( FACTOR DE FORMA 2 0,8 )

I [ { I ! I !

| CLASE(#)1 AREA SOMA | AREA NUC.IF.F.e.SOMAIF.F.e.NUC.1 Nu/cit |

! i ! | | ! {
I I I i { { | !
| I 159,10 | 85,87 1 0,848 | 0,820 | 0,b41
! | 100-180 | ! | | ! !
| | I £ 15,49 | = 8,42 | = 0,030 | % 0,065 i = 0,029 |
=2 | I ! ! ! |
O J I ! I ! |
A I 205,29 1 101,73 | 0,839 | 0,830 | 0,496 |
AT 180-260 | ! | | f !
I I I+ 22,87 | = 11,94 1 % 0,024 | % 0,066 | = 0,037 |
=S { | [ | ! i
O A I ! | ! ! |
P I | { ! ! !
| 2 | 260-340 { -—-——-—- | = I o | - |
P R I I I | ! !
N I ! ! I ! |
G I { ! ! I !
[ S ! I ! I ! !
I I 340-420 1 -—-———-- | = [ === | I it |
! ! I ! ! | { I
| | ! { I { { f
FRRDNRRRRNININADNRNNANDANIRNNINNRIINNINNRINDINDDININNINDRINRINNNNRNNNNIN DRI NN D |
I { I | { I [ [
| | I 165,46 | 84,19 | 0,857 | 0,795 | 0,510
I I 100-180 | ! ! J ! [
I t | £ 13,14 | £ 6,76 | * 0,041 | x 0,064 : + 0,030 f

i i ! |

| I ! | | ! | I
I Z | {201,038 | 99,41 | 0,833 | 0,814 ¢ 0,492
PO L 180-260 | f f ! I {
PN |+ 14,64 | £ 11,77 | % 0,022 | = 0,068 | £ 0,043 |
A | ! | ! ! { [
| t J ! | | f I
bM 262,40 1 126,10 | 0,870 | 0,810 | 0,435
I = | 260-340 | | ! i l |
! %E { I £ 41,01 | = 4,10 | x 0,057 | * 0,028 { == 0,047 :
| ! ! ! ! { I
A | | f [ ! I
I | ! ! i ! I |
! I 340-420 + -—-——=—- | == it | S e t
! { I f ! { { i
! { { ! I ! f !
i NNNDDANNNBHNNNIRNNNBANNBNNDINNNRRIRNDINDRIRNNDRNNNIDIINNNINADNDNNIN NN DN I NN Y |
{ ! ! i | | !
[ | I 149,61 | 76,98 | 0,843 | 0,797 | 0,516
I | 100-180 | l { | | !
! | | £ 14,97 |+ £ 8,71 { £ 0,035 | % 0,061 | % 0,041 |
A ! ! I I ! !
I O ! ! ! I { [
N [ 197,06 94,27 | 0,863 | 0,780 1 0,479
I A | 180-260 | ! ! ! ! |
I I I £12,87 | = 8,68 |V = 0,038 | x 0,045 | = 0,031 |
(R N I | [ | | !
N I | { | I [
T I | { I | |
I E 1 260-340 § ~—=——- [ ————== = o—m— | |
RO | f | | | I
S | | ! | I i
O i i ! I | | !
R { ! ! ! [ i
i i 340-420 1 --———- fom— [ === et - I
{ [ l | { i I !
| ! ! | l I | !
(X) Los limites de tada clase vienen expresados en gn*,

Tabla IV~18c,_ Valores medins de los parametros: &rea del soma, &rea del nGcleo, factor
de forma eliptica del soma, factor de forma eliptica del nlcleo y relatién nucleo-
titoplasma, para tada uno de los tamafios analizados con un F.F,e, 5 O 5 en las secciones

g g

Puj
t



HORIZONTAL ( FACTOR DE FORMA: (,8-0,7 )

I ! f ! I I !

! CLASE(#)! AREA SOMA ! AREA NUC.!F.F.e.SOMA!F.F.e.NUC.i Nu/cit |

{ f I ! I | i
! | | f | | i |
| ! i 148,00 | 75,42 | 0,750 | 0,843 | 0,510
I [ 100-180 | | | | { I
I ! bx 21,77 1 £13,20 | = 0,026 1 = 0,069 | £ 0,052 |
b 221 | ! i ! | |
I O | I | ! I | I
I N I 221,46 i 106,83 | 0,742 | 0,872 | 0,506
A 1 180-260 | i ! { ! |
{ I 222,39 | £ 14,283 |+ = 0,081 ( %= 0,071 1 x 0,054 |
I & I ! ! ‘ | | |
B I ! | I I !
i P o i 281,70 | 130,58 | 0,732 | 0,895 | 0,463 |
I = 1 260-340 | ! I ! ! !
} g? ! I+ 11,30 | £ 22,10 | = 0,031 : + 0,046 | = 0,074

| ] i ] }
O { i { ! ! {
R ! i ! { I |
| I 340-420 | —-———- | ————— | —m—— | | {
{ l ! ! ! ! I I
! ! { ! ! I { |
|)))))))))))))))‘)))))))\))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))|
! i | ' I l ! I {
! i I 154,03 | 80,83 | 0,744 | 0,848 | 0,522
I I 100-180 1 | I I | !
i : £ 19,86 i = 15,183 1| * 0,027 : + 0,083 (| x 0,053 :
! | | I !
I i I | I ! I {
I Z { 218,22 | 113,95 | 0,740 | 0,887 | 0,522 |
O | 180~-260 | ! I | ! l
N I £ 20,74 1| % 14,61 t £ 0,021 | = 0,052 1| x= 0,037
A ! l ! ! ! |
| ! { ! ! ! | o
M I 284,63 | 131,83 ! 0,740 | 0,883 i G, 465
I = | 260-340 | I ! ! ! !
I D> I+ 23,48 | £ 6,28 t £ 0,035 | = 0,085 | £ 0,038 |
S R | | ! i ! I
A ! { ! I ! I
I ! ! ! [ { { {
! I 340-420 1 —--—=~—- | == I b { I
! I i | | ! ! I
l { { ! ! ! | l
|))))‘))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))3)))))))))))))))))))))I))))))))))))))))))))))))))))))))))))|
| I | i | l |
! I I 151,00 | 80,15 I 0,749 | 0,839 | 0,531
| I 100~180 | I ! I I I
I | I +21,49 | £ 14,836 | += 0,027 | * 0,086 | = 0,055 |
=z I | ! ! o |
O | I | I ! f f
I N i 197,60 1 101,84 | 0,742 | 0,850 | 0,515
i A1 180-260 | ! | ! | !
! | I £ 15,16 | + 12,20 | + 0,024 | £ 0,077 | £ 0,046 |
I i | { | ! l
PN | } | { I !
= | [ i | | {
' E 1 260-340 | ——=——- | - [ - o————— | == i
(I S l I I | ! !
T t i ! | ! !
PO i l I I { I
I R | | | i I i i
I I 340~-420 | —~--—- fomm——— | e it |
| | | i | I | i
! I | ! ! ! | !
(3) Los limites d& cada clase vienen expresados en pm®,

Tabla IV-18d,_ Valores medins de los parémetros: &rea del soma, &rea del nicleo, factor
de forma eliptica del soma, factor de forma eliptica del ndcleo y relacisn ndcleo-
citoplasma, para cada uno de ios tamaflos analizadoas con un F .F.e, de 0,8 & 0,7 en las

secciones HORIZONTALES,



FRONTAL ( FACTOR DE FORMA: 0,8-0,7 )

! | I ! { i |
| CLASE(#)i AREA SOMA { AREA NUC.|F.F.e.SOMA{F.F.e,NUC.! [Ru/cit |
! ! f ! | | |
{ I i | I | f
| 148,57 | 72,7 ! 0,746 | 0,718 | 0,489 |
{100-180 | ! | ! 1 f
| b+ 22,08 | £12,88 | £ 0,031 t x 0,075 | £ 0,035
=z | | | | i ! |
O i | ! | ! } i
N | I 220,28 | 100,28 i 0,753 | 0,744 | 0,456
A1 180-260 | I ! I I !
! [ 20,81 + £ 11,74 | + 0,026 | = 0,068 | £ 0,041
= i ! ! | ! |
U | | | ! | I |
P | I 269,27 | 117,50 | 0,740 | 0,742 | 0,437
X | 260-340 | l I | | |
%? : [+ 11,36 | * 8,98 ; * 0,039 } = 0,117 1 = 0,031
{ { J
O | | | i I I |
R | ! t | ! ! !
I 340-420 | --—--- o S | om———— = |
{ I } I ! | |
! I ! I l | !
NANDDARNIDNBNNIN DI NRNNININRINNINIINNINDINDNINNNDINNDDDNDIDANNININNIN NN |
{ | } i | | }
| [ 153,59 | 76,64 | 0,749 | 0,762 | 0,500
! 100~-180 ! I ! ' [ ! I
i I +£19,76 | = 11,66 { x 0,029 { + 0,081 | % 0,053 {
{ ! ! i
! | ! ! ! | j
=z | I 219,68 | 102,52 | 0,748 | 0,792 | 0,468
O | 180-260 | ! | ' i | !
N | £22,50 1 * 11,31 1 £ 0,026 ! + 0,076 | x 0,044
A | 5 ! ! | !
{ | | I { | I
M | I 289,13 | 128,76 | 0,762 | 0,810 | 0,445
E | 260-340 | I ! ! ! {
D 15,58 1 % 14,95 | = 0,027 {1 x 0,082 | = 0,040
I | I | | | ! |
A | { | ! ! i
{ | | ! { { |
| 3406-420 | -——~--- I | [ === [ —————-
| o | | | I :
! . ! ! ! ! !
NONBNRNRNDNRNININDDNNNADBRNIDNINDINNDDINDIDINNNINDINNNNNNNDNNNNDNANRNDNDNY NN |
! { i ! | ! i
| i 148,08 72,00 | 0,746 | 0,754 | 0,487
I 100-180 | i ! { | !
— ; } 24,25 | % 13,54 : + 0,030 : + 0,078 1 * 0,047
Z } i
O | i i ! | | !
N | 210,97 | 97,68 | 0,745 0,789 | 0,465
A | 180-260 1| ! ! ! ! |
I i 20,63 | * 11,91 | £ 0,026 [ % 0,073 | % 0,039 |
I | , | I | I ]
N f | | | i f
B I 285,88 | 107,68 | 0,743 | 0,750 | 0,378
E | 260-340 | ! i | l {
R ! [ £ 21,63 i * 4,19 | = 0,021  * 0,047 | %= 0,015
I ! { i i ! | !
O | | i | l l {
R i ! | ! [ ! f
{ 340-420 | -—---—- o b | = | == |
| | | ! | ! I
[ | ! | I t !
¥) Los limites de cada clase vienen expresagos en pu®,

Tabla IV-18e,_ Valores medins de los pardmetros; area del soma, 4rea del ndcleo, factor
de forma eliptica del soma, factor de forma eliptica del ndclen y relacidn nucleo-
citoplasma, para cada uno de loc tamafios analizados con um F.F e, de 0,3 & 0,7 en las

secciones ERONTALES,



SAGITAL ( FACTOR DE FORMA: 0,8-0,7 )

I [ I I i J I

{ CLASE{(#)!/ AREA SOMA | AREA NUC.!F.F.e.SOMAIF.F.e NUC.1 DNu/cit |

{ | f | I | |
i ! ! i | | I }
] ! 154,57 82,79 | 0,745 | 0,798 | 0,536
[ | 100-180 | | I i [ {
! ! | x 18,18 | £ 11,42 | = 0,024 | * 0,076 | = 0,045 |
I =Z | | | 1 f | i
O 1 | { { t |
S\ 1o2is,21 1 108,59 | 0,745 | 0,837 | 0,506
i AL 180-260 | | [ | I !
i I | + 21,46 1 * 11,76 | * 0,027 | x 0,069 1 % 0,049 |
= ! | | { | |
(N } [ | | ! |
P | 278,75 § 147,40 | 0,755 | 0,880 | 0,529
t E 1 260-340 1 ! I I | I
! %E : { 215,91 | % 10,89 | % 0,050 | +£ 0,001 | £ 0,089 |
i ! i [ | i |
PO i | i | | |
I R | | ! | | |
i { 340-420 | —~-——- [ o~ | = | === | - !
| { { ] ! | ! |
i ] 1 i | i I ]
| )))))))))))))))))))))))))))>))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))»))))))I
{ | l | ] ! | !
I I I 160,15 | 83,30 | 0,751 | 0,848 | 0,512
I { 100-180 | | ! | I |
I ; | £ 14,62 | = 8,52 | = 0,025 | £ 0,074 | £ 0,043 :
i | ! I ! {
! { | | t I | |
I Z I 206,80 | 97,88 | 0,745 | 0,834 | 0,474
i O | 180-260 | i { { | !
| N | { = 20,86 ! £ 10,95 | % 0,028 | % 0,069 | £ 0,038
A | ! } | | }
| ! ] ! ! | | !
oM i 270,98 | 122,03 0,745 | 0,820 | 0,450
I B 1 260-340 | I ! I ! {
| g? ] i +10,92 = 5,68 | % 0,024 = 0,001 | * 0,045
! i | { | I | |
A | { i | | | |
! { ! | | | | {
! | 340-420 | -—--———- [ [ —————- i = | - I
| { | | | | | |
f f | { { ! I |
[ RNRNRIRNNINND )),\))))J))))))))))))J)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))»))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))I
| ! ! | | |
| | i 149,54 | 76,79 | 0,740 | 0,796 | 0,515
| I 100-180 | I l | ! |
i I | 20,91 | % 10,77 1 £ 0,026 | % 0,068 | x 0,037 |
b2 | | | | | [
i O | i | ! | |
I N I 201,34 | 95,34 | 0,753 I 0,809 | 0,474
I A 1 180-260 | [ I | ! !
i ! { + 16,01 | + 10,81 1 £ 0,029 | = 0,071 t £ 0,041 |
. | { { ! ! J
| N | I I | [ f |
I S i | | i I I
I E | 260-340 | -————- it j e | ==~ fo———- |
PR f | | ! i |
(I T ! ! i t } |
PO I i i ! | f
PR ! i I i | {
| | 340-420 | -—-=———- | == b b o= I it |
i | | | | } | |
i | [ | i ! f }
() Los limites de cada clase vienen expresados en pn®,

Tabla IV-18f,_ Valores medios de los parametros; area del soma, &rea del nucleo, factor
de forma eliptica del coma, factor de forma eliptica del ndcleo y relacién nucleo-
citoplasma, para cada uno de los tamaflos analizados con un F.Foe, de 0,8 & 0,7 en las

secciones SAGITALES



HORIZONTAL ( FACTOR DE FORMA: 0,7-0,6 )

i i | | ! | !

| CLASE(#)| AREA SOMA | AREA NUC.IF.F.e.SOMAIF.F.e NUC.1 DNuscit |

! { i I ! L !
! { i i ] I i i
i [ I 153,58 | 82,78 | 0,660 | 0,800 | 0,538
! i 100-180 | ! i i ! |
! | { 20,34 | * 13,84 1 % 0,030 1 x 0,098 1 x 0,054 |
Z | { | i f |
O { ! { { { |
PN [ 211,81 © 108,18 | 0,650 | 0,840 | 0,512
AT 1B(-260 f l l i i
| { pox 18,68 1 x 12,50 1 % 0,03 0,080 1 % 0,042 |
S ! | ! i | f
U } ! | ! ! f
[ i 279,84 1+ 135,16 | 0,650 | 0,900 | 0,483
I B 1 260-340 | i I | I {
PR |+ 14,60 1 * §,62 1 % 0,030 { * 0,050 | = 0,021
[T S ! I { { l I
O | { ! ! | f
I R I ! | { i f
! i 340-420 | -—-=-———- | | = ity | |
| | i | ! I ! !
! ! ! { { ! I |
| ))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))).\))))))1
! | I i | [ ! |
l | | 161,52 | 85,14 | 0,650 | 0,840 | 0,527
! { 100-180 | I | ! ! !
! ( | 11,85 | + 9,52 | * 0,030 | £ 0,090 i % 0,043 i
! | ! | ! I ! !
| | ! f { | i |
I Z i 211,84 | 106,02 | 0,650 1 0,880 | 0,502
O 1 180-260 | ! ! ! | !
I | £ 20,67 1 * 11,63 | % 0,030 { % 0,060 | x 0,046 |
PoA I ! I | i |
| ! i I { ! { I
| M | 283,10 | 135,83 | 0,640 | 0,897 | 0,480
I E | 260-340 | i I i ! I
! %? ! | £ 15,03 | * 13,05 | * 0,030 | % 0,045 | £ 0,044
! i ! i i I t i
A ! ! l | : ! |
| | | 397,85 1| 164,5% ! 0,605 | 0,890 | 0,414
I | 340-420 | i | { ! |
§ { | 30,34 1| = 5,45 | £ 0,007 | £ 0,014 ! x 0,018 1
i f i { | ! i
{ )))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))J))J)))J))J)))))))))))))))))))))))))))>))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))]
i t | ! | | ! I
! { I 148,58 | 72,50 | 0,660 | 0,820 | 0,507
! i 100-180 1 | ! | ! ]
! ! |+ 21,41 | % 14,41 1 * 0,030 { % 0,090 | = 0,057 |
b Z | | | | ! ! l
PO l i ! ! | l
I N { 205,48 1+ 101,95 | 0,650 ! 0,870 | 0,487
I A | 180-260 | ! { ! ! |
i ! i+ 10,48 | %+ 11,69 | * 0,030 | x 0,060 | * 0,051 !
I i | ! l | |
| I | | | f | I
I SO ! ! ! I ! I
I == | 260-340 1 ~————- P o [ e | == | == !
I R | I ! { I ! |
I I ! | I { | !
o ! ! ! { ! i
P R ] | } | ! |
i I 340-420 | =——-—=—- | ————— [ i | - I == i
| I l | ! | | I
| | | ! 1 ! I i
(%) Los limites de cada clage viemen expresados en pn,

Tabla IV-18a,_ Valores medios de los parametros) &rea del soma, area del nucleo, factor
de forma eliptica del soma, factor de forma eliptica del nocles y relacisn nucleo-
citoplasma, para tada uno de los tanafos analizados con un F.F.e. de 0,7 a 0,6 en las
secciones HORIZONTALES,



FRONTAIL ( FACTOR DE FORMA: 0,7-0,6 )

| | } ! | i !
[ CLASE(#){ AREA SOMA | AREA NUC.iF.F.e SOMAIF.F.e.NUC.i Nu/cit |
! ! i i | i i
I i i ! ! | ! |
{ ! 151,37 71,37 i 0,660 | 0,670 i 0,470
! [ 100-180 | ! ! | ! l
} . i i+ 21,67 1 % 13,80 t % 0,020 1 £ 0,000 | % 0,047 |
= | { ! i i | |
PO | i i } ! !
I N i boo215,15 68,17 | 0,660 | 0,720 | 0,457
A T 180-260 | i { | I
i | | £ 21,52 | % 12,97 {1 + 0,030 | £ 0,090 1| % 0,045 |
= | { ! { i }
o | ! f [ I !
PP i 287,24 1 109,50 | 0,670 | 0,790 | 0,383
I E 1 260-340 | { i ! ! I
! ge : [ £ 24,07 | * 14,43 | % 0,020 | £ 0,050 | = 0,056 |
I I ! [ I ! | i
PO { | ! ! { |
R { i [ { | i
[ { 340-420 1 —-—-——-- [ === | = e | - |
! { { | ! | ! {
! ! l | l | 1 !
{ )))))))))))))))))))))))‘))J)))))))J))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))I
| ! ! | | | ! i
! i i 158,36 | 79,87 | 0,650 | 0,720 | 0,503 |
! | 100-160 | I ! | I |
: ! | £ 16,05 1 % 13,19 | £ 0,020 | % 0,090  * 0,048 |
{ | | { ! ! I
I | ! | l ! | !
| zZ | 207,61 | 87,83 | 0,660 | 0,750 | 0,471
b O 1 180-260 | ! ! | ! o
A { % 20,10 | + 12,37 | £ 0,030 | % 0,080 | £ 0,037 |
A [ | | ! { {
| I I [ ! ! | |
i M| I 279,95 1 120,75 | 0,670 | 0,706 | 0,432 |
I X | 260-340 | [ f | ! . |
| %E [ [ £ 23,83 i * 23,32 | % 0,018 | % 0,080 {1 x 0,082 |
! [ I | | t i I
A [ ! | i ! I
i | | I | | i |
i I 340-420 | —-=———= bommm | i o { —————= l
{ t ! { ! ! [ !
i ! I ! | ! i I
| )))))))))))))))))))))))))))))))))))))I')))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))‘))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))}))))))5
i ] | } | | ! i
! ! I 144,60 | 70,76 | 0,660 | 0,730 | 0,489
i i 100-180 1 ! i | i |
! ! | = 22,37 1+ 12,24 | % 0,023 1 * 0,090 | x0,03z2 |
b2 f i { ! . | {
t O I | | | | i
N b 210,73 0s,72 | 0,660 | 0,750 | 0,455
AL 180-260 1 ! i { l !
| ! | * 19,58 | % 10,33 { % 0,020 i * 0,060 t + 0,043 !
I N ! ! ! l I !
I ] ! ! { ! !
P E | 286,27 | 128,30 | 0,660 | 0,820 | 0,448
I B | 260-340 | l i ! | !
| R | + 8,87 t * 11,10 { * 0,030 | £ 0,060 | x 0,041
I I I | I { { {
PO | | ! I | |
P R | I ! i | !
| | 340-420 + -—~————- | - bo—m- t == I == !
| ! | ! f ! | |
| ! ! | i | | |
{¥) Los limites de cada clase vieren expresados en pu®,

Tabla IV-12n,_ Valores medios de las parametrns; &rea del soma, area del nicleo, factor
de forma eliptica del soma, factor de forma eliptica dgel nicieo y relacién nuclec-
ritoplasma, para cada uno de los tamaflos analizados con un F.Fe, de 0,7 & 0,6 en las

secciones ERONTALED,



SAGITAL

( FACTOR DE FORMA: 0,7-0,6 )

! [ | i i { |
I CLASE(#)| AREA SCOMA | AREA NUC.IF.F.e SOMAIF.F.e.NUC.! Fu/cit |
{ ! { { | { |
! i i ] J | | !
I ! i 166,83 | 83,32 6,660 | 0,790 | 0,510
I ! 100-180 1 | ! ] i {
| ! I+ 16,46 1 x 10,26 | %= 0,030 | £ ¢,080 | % 0,045 |
DA | i | t ! !
O ! | ! I ! |
N 208,62 | 102,42 | 0,850 | ¢,810 | 0,402
bA ] 180260 I I I ! I
| I o+ 18,72t £ 10,01 1+ £ 0,030 | 0,080 | x 0,042 |
i S | i | ! f !
U } ! I I I I
PP I 266,03 | 127,43 | 0,650 | 0,860 | 0,479
I 1= 1 260-340 | I ! ! { !
IR [ 5,17 1 £ 5,40 | * 0,020 | £ 0,080 | * 0,030
I ! I | { ! !
b O | | i i | |
R I f f ! f {
I I 340-420 1 -~-—--- o [ = ik it !
I I | I ! ! | {
! ! i [ | i i |
| )))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))) DARDADNINRNDINRNRNRDNININNININNININ |
I f I i {
{ [ [ 188,26 | 80,52 I 0,650 | 0,790 | 0,509 -
! I 100-180 | | | I I |
I ! b+ 17,71 1+ £ 10,42 + £ 0,030 | x 0,090 { %= 0,040 |
I ! I ! . | I ! !
| { I I ! | | !
I Z 207,30 | 86,29 | 0,650 | 0,790 | 0,464
O 1 180-260 | I | ! ! !
I N | I x 20,48 | £ 16,67 | x 0,080 1 #* 07¢ | £ 0,073
Al ! | ] ! | !
[ I ! ! { I | |
I M [ 273,20 1+ 117,18 | 0,650 | 0,790 | 0,430
I E | 260-340 | ! ! i I !
D ox 18,33 1 % 11,96 | £ 0,020 | % 0,110 t = 0,052
(I T } f f ! ! !
A I { { I { !
| I { ! ! ! ! i
I I 340-420 | -——-—- ey [R——— L o= { - |
! ! | f ! { { {
{ | ! ! i | f |
j ))))))))))))))))))))))\)))))))))))‘)))))))))))))))‘))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))).\)))))))))))))))))))))))))|
[ ! ! | | |
! i I 150,51 | 75,81 | 0,650 | 0,770 | 0,504
| I 100-180 | J | I | !
! | -2 17,52 | £ 10,17 } + 0,030 | £ 0,070 | ® 0,040 i
=22 I | | | ! |
IO | | } } ) i i
N 198,45 | 95,09 | 0,660 | 0,800 | 0,479
LA 180260 [ | | i i
{ { 14,88 + £ 10,48 | = 0,030 | % 0,060 | x 0,041 |
T i i | | ! !
I N ! ! i I I !
B | [ f { I |
I E 1 260-340 t --—~-- == I == I === I = !
I R | I | | I { I
[ | f i f ! |
PO | I l i I I
IR | i | ! ! f
! I 340-420 +  —==—-- it o= I mnt ke {
I | ! ! I ! ! [
! ! ! | i ! { |
(%) Los limites de ada Clase vieneh expresados en um~,
Tabla IV-181,_ Valores medios de los parametros) &rea del soma, &res dei nucleo, factor
de forma eliptica del soma, factor de forma eliptica del nucleo v relacidn nlcleo-
titoplasma, para cada uno de los tamafios analizados con un F.Foe, de 0,7 a 0,6 en las

saccinones SAGITALES,



HORIZONTAL

( FACTOR DE FORMA < 0,6 )

f | i I [ i !
I CLASE(¥)!{ AREA SOMA | AREA NUC.IF.F.e.S0OMAIF.F.e . NUC.1 DNu/cit |
! I i { I | !
| { | { ! ! ] i
| I [ 156,37 | 77,57 | 0,547 | 0,817 i 0,498
! I 100-180 1| ! { { { I
! I 217,51 1+ 8,31 | * 0,047 | % 0,096 | = 0,037 !
| Z [ I I I f |
O | I { { i I !
PN bo217,65 1 108,15 | 0,556 | 0,855 | 0,503
A L 180-260 | I | ! I |
| I I £ 26,60 | % 10,90 | £ 0,039 +{ £ 0,071  * 0,077
[ i | } i I I
U ! l I { ! {
I I 287,61 | 128,55 | 0,535 | 0,882 | 0,447
i E ot 260-340 | I ! I | I
I %? : : £ 23,80 ( x 12,60 | x 0,044 | % 0,065 | £ 0,031
! ! | i !
I O 1 ! I { I I I
I I 359,62 | 149,17 | 0,542 | 0,907 | D,416
| | 340~420 | ! { | J l
I ! £ 11,98 i + 14,41 | * 0,061 1| £ 0,065 | = 0,040 |
! ! ! I ! | I
[NDNNDRINNDNNRNBRINANINNRINRRRINNNNNNNDIDINDDIDINDINRINDIRINNRANNNUNINR NI NINN |
! ! { | [ ! i
I | 157,11 | 77,49 | 0,548 i 0,760 | 0,491
{ I 100-180 | { | ! ! [
: { { £ 16,83 | * 14,33 | * 0,044 | %= 0,088 { = 0,044 |
! I ! I ! i
{ [ I . { [ f i !
L=z | I 221,35 | 105,07 | 0,552 | 0,868 | 0,476
I O | 180~260 | ! ! ! ! I
I I | I £ 206,25 { * 10,39 | £ 0,032 | x Q0,055 1 x 0,033 !
A | | f i ! !
! | ! f { ! { i
i M I 284,59 | 128,39 0,535 | 0,890 | 0,458
i E 1 260-340 1 ! | | [ |
; %g ! | £ 20,72  x* 8,56 | %= 0,038 | £ 0,099 | + 0,032 |
| | | ! I | |
A f f f f | |
! ] | 381,40 | 156,55 | 0,530 | 0,915 | 0,412
i I 340-420 | ; ! | I {
| I I £23,88  x 2,05 | £ 0,028 { % 0,035 | x 0,027 !
I ! ! | i ! ! |
ERNNNRDRNINNDININIRINRNIDBIDNDINRININBININAIDDINNDRDIDDNDININNNINNNNRININN NN NN NN |
i { | f f | i
I I 153,69 | 76,85 | 0,540 | 0,767 | 0,496
i | 100-180 | { f { I {
{ I b+ 17,49 | = 11,45 | % 0,061 | % 0,123 | = 0,042 |
P2 I i I | { !
O ! | ! { I I
I N i 207,76 { 101,28 - | 0,542 | 0,830 ! 0,487
At 180-260 i I | I I i
: - | | £ 23,36 | % 10,84 | £ 0,049 1| x 0,061 | * 0,038 |
! | ! ! } ! !
I N | ! | { | | |
L E I 276,03 | 124,87 | 0,533 | 0,943 | 0,452
i E 1 260-340 j I ! | i
R b+ 12,82 + = 8,06 1 £ 0,049 | % 0,012 1 = 0,029
S | i I I I I
O I i i f | i
I R { ! | ! i i
! { 340-420 | —-~——=-— it e it b i
! | { | { ! i i
i i | | | i i i
(%) Los limites de cada clase vienen expresados en pm?,

Tabla IV-18;,_ Valores medins de los parédmetros: &rsa del sona, area del nucleo, factor
de forma eliptica del factor de forms eliptica del ndcieo v relacidn ndclen-
titoplasma, para cada uno de los tamaflos analizados con un F.F,e, ¢ 0,6 en las secciones

1nnT ITH w
i i \Ile ! b,
v

Soke,



FRONTAL ¢ FACTOR DE FORMA < 0,6 )

t i

! | ! | { I

! CLASE(®)| AREA SOMA ¢ AREA BUC.IF.F.e.SOMAIF.F.e . NUC, i Nu/cit |

{ { ] | i ! !
! i ! ! { I {
I | b 141,10 67,90 | 0,580 0,640 | 0,479
i i 100-180 | | ! I ! !
! | I £ 19,82 § £ 12,87 i = 0,000 | * 0,056 | x 0,025 |
b2 | { i ! | | |
PO | | I ! l I
T\ I 225,61 | 97,52 | 3,850 | 0,645 | 0, 436
A L 180-260 1 i ! | l J
I | { 20,01 + £ 11,74 | £ 0,038 | % 0,078 | =z 0,031
s ! i ] | | !
LU | { } { ! I
[ S l i ! f { !
PR 260-340 ) —meeem i o= | - I !
R i | ! [ { i
i I ! [ } | | |
PO | | | l i ! I
R l | [ { { {
i | 340-420 | -—~—~—- i —————= [ m— | == | o !
I | ! ! | I ! |
I l { ! i 1 ! |
EDNRADINRD RN DB DNNDBNNNDNAINDI DN NNNNRARRDIDNNINNNNNNNININNNNNNDININNINNNNINNN D
! l | l l I
I I 140,20 | 68,64 | 0,568 | 0,760 | 0,490
I I 100-180 1 ! ! | | l
! | | = 15,43 + = ©,08 | *= 0,024 i £ 0,040 | £ 0,044
I | | | | l : | I
l f ! ! f ! | |
2 | I 2iz2,78 | 98,66 | 0,543 | 0,670 | 0,451
IO 1 180-260 1 i | ! I !
N I £ 22,78 | 13,66 1 = 0,040 ( x 0,082 { £ 0,086
A ! { i ! { !
l ! l | l l I [
M { 288,39 1 114,98 | 0,560 | 0,681 | 0,401
I B 1 260-340 | ! ! l { !
(D | 22,88 | £ 7,03 | % 0,038 { = 0,052 | £ 0,047
T N ! ! f ! | J
A ! i l ! ! !
i ! [ ! | | | !
i b 340-420 | —--——- ik ket | it !
{ 1 I l { ! [ !
| I ! ! ! [ ! t
EDNNANDNINRDDINRINDINHRIDINNRINNANIDNANINIDDINNDIINNNNININIDINNNNNINDNNI NN N NN |
| ! | | { | f
| l 158,14 | 72,20 | 0,536 | 0,658 | 0,458
| { 100-180 | | ! | | l
{ f [ £ 17,62 | £ 6,26 | = 0,053 | = 0,048 | = 0,022 |
I Z i ! i ! | !
O l I | | ! :
I N | I 214,78 | 83,40 | 0,576 | 0,676 | 0,434
I A L 180-260 | ! I ! ! !
! | b+ 17,61 | x 12,85 | £ 0,015 | = 0,073 | £ 0,039 |
I ! ! ! ! ! !
N l l l i { |
R I { ! | l {
I E 1 260-340 { --—-—- == [ === o i |
I R | ! i i ! I {
[ i l | | | !
O | ! | | i i
R | ! { | { l
! I 340-420 t -—-—-- it o= S ke S i
l ! i ! l ! ! {
i { t ! { { ! }
(¥) Los limites de cada clase vienen expresados en pm?,

Tabla IV-18k,_ Valores medios de los parametros: drea del soma, 4drea del nocles, factor
de forma eliptica del coma, factor de forma eliptica del nucleo y relacién nocleo-

citoplasma, para cada uno de los tamafios analizados con un F,F,e, ¢ 0 & en las secciones
n {r‘g‘



SAGITAIL ( FACTGR DE FORMA < 0,6
{ | : [ | J i
! CLASE(®¥)|AREA S0OM4 | AREA NUC.IF.F.e.30MAIFE.F.e.NUC.! DBu/cit |
i i i i ! | |
i j i ! i i | i
i ! 161,04 78,3t | 0,550 | 0,798 | 0,489
! i 100-180 | { ! ! | l
| | I+ 15,93 i = 4,89 1 * 0,040 | £ 0,093 | % 0,042 |
(s | i { { i {
O i i { | | !
[ A I 210,74 1 102,77 | 0,567 | 0,762 | 0,490
I A | 180-260 | l ! l I I
o P+ 21,84 | £ 10,94 | £ 0,027 | £ 0,085 { = 0,050 |
s { i } i !
S | | J { ! |
T = i 278,83 | 115,30 | 0,557 | 0,800 | 0,414
I E | 260-340 | i ! I ! I
PR | 20,00 | £ 5,63 | * 0,044 | x 0,076 | = 0,011
X [ ! I { [ (
PO l | l ! [ {
R | ! I { 1 !
| | 340-420 | -=—=—- = | - b [ - i
{ ! J ! i ! ! |
! I : l i | | ! !
[ ORNNRRURDNNINNBRINDINNNDINNNDDNRIRINBANINNRINNDNNNNNDDINNNNNAINANN NN D PRI NINY I
l l l I ! | | |
{ ! [ 162,60 | 82,45 I 0,567 | 0,762 | 0,506
! | 100~-180 | ! ! I t {
! | £ 6,99 | x 9,87 | £ 0,025 ; + 0,083 | * 0,042 |
{ I ( I I l !
i | ! { | } i !
=Z {212,121 101,21 0,554 1 0,771 0,477
O | 180-260 | i ! ! } \
N | 23,66 | % 13,12 | £ 0,033 1 % 0,083 | = 0,031
A ! i j I f {
i ! ! } { | |
M { 205,70 | 136,03 | 0,547 | 0,773 1 0, 464
E | 260-340 | ! ! [ l i
D | * 36,65 | +* 3,67 | = 0,023 | £ 0,114 | = 0,054
I | ! 1 ! ! l I
A | | I | | |
| | { | { { !
| 340-420 | --———- b= I il b= e !
l | I | ! i !
! { { | ! ! |
NIRBINDININIDDINNNRNNININADNRNRNDDRNINNANINAENDIINNNINDNNDNNNNDNNNRNBN BN !
| { ! i | | !
f I 150,03 ! 72,16 0,557 ! 0,696 | 0,482
{ 100-180 | l I ! ! .ol
| | £19,25 | = 9,51 | £ 0,031 1 % 0,078 1 % 0,039 |
zZ | ! i I ! ! |
Q| ! | ! ! { I
N 206,79 | 88,46 | 0,561 | 0,784 | 0,477
A | 180-260 | | ! ! ! |
T ! t % 20,33 1 x 12,25 | £ 6,082 | % 0,080 : + 0,043 :
[ i | ! !
N | I [ ! ! | I
S ! i | | | {
E | 260-340 | -—-—-— | === it | e |
R | | ! ! | |
I | I ! ! | ! !
O | f [ { { i |
R 1 | i ! } ! !
| 340-420 | -—=———-= I ainbal I b - !
| ! ! | [ { !
! I } | f i |
%1 Log limites de cada clase vienen expresados en pme,

Tabla IV-181,_ Valores medins de los parémetras; &res del soma, &rea del nucleo, factor
de forma eliptica del soma, factor de forma eliptica del nocleo y relacion nucleo-
citoplasma, para cada uno de los tamafos analizados con un FoFoe, € 06 en las secciones

SAGITALES



7.2. Distribucion de poblaciones a partir de perfiles.

El tratamiento de la distribucién de poblaciones a partir de
perfiles constituye un capitulo méas, de los que resultan complejos en la
Estereclogia v en la opinién de algunos, una cuestién ardua y no totalmente
soluble (Cruz-Orive, 1976b). Nosotros no participamos enteramente de estas

opiniones, aungue eso si, partiendo de supuestos o enfoques algo diferentes.

Si queremos dar al problema una soluclén exactamente mateméati-
ca, con clasificacién indiscutible y en poblaciones multiformes, podemos
aceptar que, aon en el caso de que se pudiera obtener una solucién util en
teoria, resultaria muy dificil de aplicar en la practica, sobre todoc con los
medios de hace unos 20 aflos; pero, si lo que desarrollamos es una solucién
que resulte 0til conjugando practica y teoria, aprovechando las ventajas de
los modernos ordenadores, es posible gue lleguemos a resultados que, sin
ser exactos, tengan valor suficiente para servirnos en el deseo principal:
el conocimiento relativo de poblaciones a partir de determinados parame-

tros de sus perfiles.

El tema de por si, muestra un conjunto de aspectos que ofrecen
una amplitud que sobrepasa los limites de que disporemos en nuesiro traba-
jo doctoral, pero como, por otra parte, es una cuestién principal en el
planteamiento de nuestra tesis, haremos un resumen de aquello gue sea
imprescindible y necesario para la resolucién de los planteamientos. De
todas formas, cuanto a continuacién digamos supone las bases sobre las que
hemos desarrollado las conclusiones postericres y de ninguna forma un

tratamiento superficial del problema.

La situacién a resolver, como ya ha sido apuntado en algun otro
lugar de este trabajo, es la de conocer los porcentajes de diversos
elementos que pueden presentar diferentes formas y tamafios. La mayor
dificultad se presenta en el hecho general de que varias estructuras
diferentes, al ser seccionadas en alguno de sus diametros, en virtud de su

orientacién pueden dar lugar a perfiles iguales o muy parecidos, en cuanto
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a tamafio y forma se refiere. Como ya hemos dicho, practica y teoria deben
ir continuamente de la mano para la resolucién de cada dificultad que se

nos vaya planteando.

Las soluciones generales que hemos de perseguir son las

siguientes:

12 Dado un perfil obtenido a partir de wuna estructura,
determinar de qué otras no puede provenir y qué otros

posibles perfiles podrian derivarse de la misma estructura.

[\V)
10

Determinar los porcentajes gque en los recuentos hemos
obtenidc para diversos perfiles y clasificarlos por tamafios,
para a continuacién limpiar dichos peorcentajes. Es decir,
poder a partir de las tres direcciones de corte concluir para
cada porcentaje los valores que, con seguridad, se puede
decir pertenecen a una poblacién concreta, eliminando la
posibilidad de contaminacién de perfiles por: a) coincidencia
de secciones propias <(que dan analogo valor en otras
direcciones de corte) y b) por secciones derivadas a partir
de angulos de corte produciendo posibles elementos diferentes

en forma o tamafio.

Para la solucién de estos puntos hemos -de tratar, en primer

lugar, varias cuestiones:

- Analisis de los perfiles derivados de una particula.

-~ Estudio de los &angulos de inclinacidm.

~ Tablas de clasificacion por angulos y factor de forma

eliptica para cada tamafio de perfiles.
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7.3, Anslicis de log perfiles derivados de una particula.

En el caso del NGLd del conejo y de la observacién de los
preparados hictolégicos tanto con el método de Golgi como con el de
Kliver-Barrera, se desprende que contamos con dos posibles formas para

sus neuronas: esferoidal y elipsoidal.

7.3.1. Particulas esferoidales._

Una particula esferoidal puede dar perfiles de diferente tamafio
en razén al nivel de su didmetro por el que haya sido cortada, pero no en
virtud del angulo de corte. Esto determina que, para las posibles neuronas
esferoidales, el angulo de corte no influya y el problema sea mas simple.
En la practica hemos simplificado todavia mas la cuestién porque
tnicamente hemos tenido en cuenta perfiles que contuvieran el nucléolo (ya
que éste se tomé como unidad de recuentg), con lo cual gquedan eliminados
el resto de perfiles menores que son la verdadera dificultad del analisis
(Saltikov, 1046). Como ademas el grosor de nuestros cortes es de 15 um, el
nomera de posibilidades todavia se reduce mas y con ello disminuyen
considerablemente las contaminaciones a que pueden dar lugar las secciones

de particulas.

Una seccién de particula esferoidal conteniendo nucléclo, puede
dar perfiles menores (para cortes de 15 um) en relacién con la
localizacién de dicha estructura, pero como en nuestros elementos el
nucléolo ofrecia una disposicién practicamente central en la célula, quiere
esto decir que los perfiles que se midan estéan dando el valor correspon-
diente a secciones que en la proyeccién de observacién contienen el
diametro mayor (figura IV-27a), o lo que es lo mismo, los perfiles obser-
vados a partir de ceélulas esferoidales seréan, en cada caso, 1l0s CoOrres-—
pondientes a la poblacién de origen no siendo posible que provengan de una

poblacién de mayor tamafio.
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De todo lo dicho podemos deducir:

1¢) Que si bay neuranas esferoidales, las diferencias de
pertiles por encima de 40 pum? de area (que es lo que
consideramos como error admisible por razones de
variacién técnica) son debidas a la existencia de

poblaciones diferentes.

&)
el
~

Que no pudiéndose negar la posibilidad de que elementos
elipsoidales den lugar a perfiles circulares, habra que
aclarar esta situacién al analizar las poblaciones de

neuronas de forma elipsoidal.

7.3.2. Particulas elipsoidales._

Una particula elipsoidal puede dar lugar cuando se la secciona
(aun en el caso de considerar sdélo perfiles con nucléolo) a diversos
perfiles de tamafio y forma (figura IV-27b)> segun el angulo de corte y el
grosor de éste. Ante tal situacién, el problema a resolver es el de
determinar cuales son los perfiles que pueden derivarse de las poblaciones

reales que existan en el material objeto de estudio.

Lo primero que tendremos que hacer es encontrar la foermula que
nos analice la posibilidad de perfiles que pueden derivarse a partir de un

elipsoide segun como cambie su orientacién en el espacio.

En teoria las bases para la resolucién del problema son como
sigue: Tengamos un elipsoide que es seccionado segun un plano que forma un
angulo o’ con respecto al plano horizontal XZ y que el grosor del corte
de seccién es t; en la figura IV-2& se muestra la proyeccién del elipsoide
sobre el plano vertical XY asi como la proyeccion del plano de corte o
linea de seccién, que forma el correspondiente angulo <’ con el eje X y

con respecto al eje mayor de la elipse. Como sdélo vamos a considerar



Figura IV-27a._ La seccién de una particula esferoidal conteniendo nucléolo
dara lugar, cuando dicho organulo ocupe una posicion practicamente central
en la célula, a perfiles que en la proyeccion de observacién contendran el
diametro mayor. Esto quiere decir gque los perfiles observados a partir de
células esferoidales seran, en cada caso, los correspondientes a la

pablacion de origen.

Figura IV-27b._ Una particula elipsoidal puede dar lugar cuandc se la
secciona f{aun en el caso de considerar sélo perfiles con nucléolo) 2

diversos perfiles de tamafic y forma.
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validas las secciones que contengan nucléolo (situado en nuestro caso
centralmente), los posibles perfiles a observar seran los de las
proyecciones F y D (figura 1V-28). El valor de esta proyeccién nos dara el
del diametro mayor del perfil y este valor dependeré del angulo de
inclinacién o’. Si consideramos que los ejes mayor y menor de la elipse
constituyen los ejes X e Y de coordenadas sobre los que se establece el
angulo de inclinacién, entonces, es preciso determinar las coordenadas de
los puntos F y D a partir de la ecuacién de la elipse y posteriormente
calcular los valores de sus proyecciones con arreglo a la construccién que
se deriva de la figura IV-29. Siguiendo estas bases Calvente y cols. (1987)
desarrollan un procedimiento y deduccién cuyo estudioc concluye ofreciendo

las férmulas finales para el calculo de los puntos de proyeccién y que son:

x’ = OF
OF oG + GF

0G = x sen ox; GF = y cos

de donde:
X’ = y sen o t y COS X
y' = PF
PF = PD - FD
PD = y sen ox¢; FD = GE = x cos ¢
de donde:

y' = y sen o - X COS <X

calculados los puntos D, E, F y G, quedan transformadas sus coordenadas x
e y con respecto a los ejes X' e Y'. De estas nuevas coordenadas se toman

aquellos dos puntos que ofrezcan, uno, la abscisa mas pequefla y, otro, la
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abscisa mayor; la diferencia entre ambos nos darad el diametro mayor del
perfil observado resultante de esa secciénm con un grosor t (ver figura

IV-28).

A partir de este di&metro y conocido el menor del elipsoide de
partida, se calculan los valores que figuran en las tablas de “perfiles
derivados" IV-19, IV-20, 1V-21 y 1IV-22Z, en cada una de las cuales se
reflejan, a partir de un tamafic y perfil comncrete, los valores menores de
perfiles que se pueden obtener cuando sobre la estructura de la particula

inciden angulos de corte que varian desde 0° hasta S0°.

En nuestro caso, como quiera que inicialmente hemos detectado
cuatro tamafios diferentes de perfiles, se han tomado como tamafios de
partida a la hora de confeccionar las tablas IV-19, IV-20, IV-21 y IV-22,
los valores medios de cada uno de los tamafios consideradds (380 pm=,
300 um*®, 220 pm= y 140 um®) y a partir de éstos se han calculado sus
posibles perfiles derivados. Para cualquiera de 1los cuatro tamafios
iniciales se calcularon los factores de forma eliptica y sus
correspondientes didmetros mayor y menor del perfil indicado. Sobre estos
valores se fueron dando inclinaciones de 0° hasta 90" (de 10° en 107 y
para cada inclinacién se calcularon, haciendo uso de las férmulas
anteriormente indicadas, los valores de los perfiles correspondientes (que
son los mostrados en las tablas IV-19, IV-20, IV-21 y IV-22). Cada valcr
hallado va aconmpaflado de su correspondiente valor de factor de forma

eliptica.

La utilidad.y empleo de las tablas de "perfiles derivados" es la
siguiente. A partir de una situacién dada, se puede ver cuales son los
perfiles que se pueden derivar, para a continuacién comprobar en las
tablas de porcentajes de tamafio y factor de forma si existe corresponden-—
cia y derivacién posible o si no la hay. Por consiguiente, junto con las
tablas de “perfiles derivados", para responder a esta cuestiéon que hemos
planteado, tambi€n es necesario disponer de la clasificaciéon y porcentaje

correspondiente a los tamafios de los perfiles en funcién de su factor de
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dmax 21,10 | | [ | | | { |
| dain 8,44 | F,F,&,} 0,008+ 0,46 1 0,518 : 0,585 % 0,662 } 0,756 1 0,861 | 0,958 : 1,000 :
i i { { { {
| | ! | 1 A1 L 1 ] | [ !
! | | | J | i | ! | I |
} ] ! } } J | } } I ! |
} FoFe=0,51AREA 113615 ; 126,89 1 115,84 : 104,89 1 94,43 | 85,07 ; 17,32 : 71,93 : 70,00 4
dmax 16,86 | i | } | i
; drin 9,44 } F,F,E,: 0,514 : 0,552 : fi,604 : 0,667 } 0,741 1 0,823 } 0,905 } 0,973 ; 1,000 1
!
| | t ! ] | ! | { | i |
| f | i ! } [ | | | f |
| ~1 } | | | | | J | | |
: F.Fe=0,6 : AREA | 137,%) : 130,99 : 122,24 : 113,19 } 104,17 : 9,26 1 £€9,79 | €545 : 84,00 :
dmax 17,24 I l l
} amin 10,34 } F P, 0 0810 1 0,641 1 Q687 1 0,742 } 0,806 | 0,873 } 0,936 : 0,952 : 1,000 {
i ! | ! ] o
! L L L | 1 | | ! | _ I
| f | | | | { | ! | | |
{ | ! { | | { | | | | |
: F.Fe,=07 { AREA : 138,29 : 133,85 1 127,73 | 120,67 { 113,65 1 107,43 { 102,40 : 99 14 { 36 00 ;
dmasx 15,96 | } [
} amin 11,02 | FFed 0,708 0 0,732 1 0,767 1 0,812 1 0,821 0912 : 0,957 : 0,988 i 1,000 ;
! J J | | | |
! { { ] { I L | 1 | L |
| ! [ i | i { ] { { | }
{ i { | | | | } | | | |
{ F.F,e,=G,8 { AREA i 138,83 1 136,30 | 132,28 : 127,50 : 122,70 { 118,43 ) 115,03 1 112,68 f 112,00 {
dmax 14,92 l { ' l i
{ amin 1?,94 [ F.Fel 0,807 1 08221 08471 0,878 1 0,913 1 0,546 t ¢,974 1 0,994 | 1,000 :
! i | | | | | | t |
{ ] | i i | { i { 1 | !
! | { | | | | | | | ! |
| { | f f ! | | f { | |
: FoFe=09 ; RREA | 139,51 1 138,12 1 )38, 22 | 133,96 : 130,54 1 128,28 | 127,42 f tib, 36 : 126,00 |
dhax 14, | ] ‘ I | l 4 !
i dnin \2,:2 PEFe b 0,931 08121 0,925 : 0,941 { (,958 1 0,875t 0,989 1 0,997 | 1,000 1
! { { | | i | | i
f ! { | L ! i { ! ] 1 !

Tabla IV-13,_ La tabla refleja en (1) los distintas factores de forma eliptica y sus correspondientes
dianetros maximo y minimo para poblaciones de tamafio comprendido entre 100 pn® y 180 pw® (valor medin
empleado en i9s calculos: 140 pu®), En {2) se expresan los valores de area (en pw®), y su factor de
forma correspondiente, de los perfiles derivados que se obtienen de seccionar 1as valores reflejados en
(1) a los angulos que se indican, Los perfiles reflejados en (1) representan las secciones maxinas de la
“poblacién origen': las reflejages en (2) la “poblatidn derivada", cuyes perfiles aparecerdn en la
direccién de corte contraria a la considerada en (1) y segun rada caso explicado en el texto, La tabla
85 valida para cualguiera de las tres divecciones ge corte (horizontal, frontal o sagitall que se tome
coao “poblacidn origen”,
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| FLF.e.=0,8 | AREA | 210,79 | 190,96 | 169,88 ( 150,62 1 132,710 | 116,41 1 102,26 | 91,90 | 88,00 |
| dmax 26,26 | { | | { f { ! ! | |
onitvoles | F R DU 0481 1 08181 085 1 0,663 | 07561 0,851 1 0,868 1 1,00 |
1 a ; l n
e | ! i ! 1 | s 1 | i
| a | 1 l | i | | { x 1
| | 1 1 | x 1 i l | | n
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dmax 23,67 | ' l i
o e LR Fed 055 T 0,89 1 06001 06T L 0T 1 08221 0305 1 0,873 1 1,000 |
i |
s 1 i f 4 1 ! ! L | | |
1 z i ( 1 l 1 i I 1 1 |
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| FFLe 06 | ARER | 216,05 [ 205,76 1 152,27 | 177,86 1 163,82 1 151,32 141,11 1134,35 1 132,00 |
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omtn valse [ EFLe 0811 E 0011 0,667 1 0242 10,806 1 0,872 | 0.3 | 0,862 1,00 |
a | z | ; ! |
1 | | | NI | [ ( [ | a
| | x ! a 1 l I | 4 | |
| ! n | | 1 a
FFie 0T [AREA 27,46 1 210,45 | 200,62 | 199,69 [ 176,75 | 168,65 | 160,90 | 156,78 | 154,00
dmaw 26,00 l l | l i
orin oo [ FFel 07081 0702 1 0768 1 0121 0,862 1 09121 0357 1 0,568 | 1,000 |
i 1 | 1
1 ; n | L | | A | 1
t ! a 1 ; 1 1 i I i z i
| ! | 1 | | 1 1 s | | |
FFLes08 1 RER | 216,31 [ 216,20 1 207,74 | 200,85 (193,06 186,18 [ 160,71 177,18 1 176,00 |
| amax 15,71 | 1 n 1 i 1
o v a7 FEed 0505 | 0320 1 0867 [ 0878 1 0021 0365 | 037t ] 0,358 1 1,000 |
! x | | |
| a ; | R | ! 1 | | i
| | ; 1 i s ! ; x I | I
! | 1 | l x n | | 1 | |
| FLF.e.50,9 | ARER | 215,23 1 217,02 | 214,21 | 210,61 | 206,81 | 203,27 | 200,36 { 198,57 | 196,00 |
I dmax 17,64 ] l i | ] l i l i l l
oo FFe 0302 1 08121 0,520 1 050 L 0SS L 05T 0,861 0,97 | 1,00
1 f i z i ! i | ;
: | 1 1 L i 1 | | ] z

Tabla IV-20,_ La tabla refleja
diametros maxing y minimd para
enpleado en los calculos: 220
forsa correspondiente, de las perfiles derivados gque se o¢btienen de seccionar log vaiores reflejados en
(1} a los &nqulos gque se indican, Los perfiles reflejados en (1) representan las secciones maximas de la

“poblaribn origen": los refiejados en (2) la “poblacidn derivada",

en (1) las distintos factores de forma eliptica vy
poblaciones de tamafio comprendido entre 180 pw® vy

M

sus (orrespondientes
260 pni® (valor medio

sy, Ep {2 se expresan los valores de area (en pw®), y su factor de

guyos perfiles apareceran en la

direccidn de corte contraria a ia considerads en (1) vy segun cada caso explicado en el texin, La tabia

g5 vilida para cuaiquiera de las {res direcciones de torte (horizontal, frontal o sagital) que se tome
coms “poblacién arigen”,
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Tabla 1v-21,_ La tabla refieja en (1) los distintos factores de forma eliptita y sus correspondientes
didnetros méximo y winimo para poblaciones de tamaflo cosprendido entre 260 pn? y 340 pn* (valor medin
enpleado en los calculost 300 pn2), &n (27 se expresan los valores de drea (en pu?), y su factor de
forma correspondiente, de ios perfiles derivados que se obtienen de seccionar los valores reflejados en
{1} & los dngulse que se indican, Los perfiiee refiefados an (1) representan las secciones naximas de la
"poblacidn origen”; los reflejados en (2) la “poblacién derivada’, ctuyos perflles apareceran en la
direccién de corte contraria a la considerada en (1) y seqin cada caso explicado en el texis, (a tabla
ec valida para cualquiera de las tres direcciones de corte (horizontal, frontal o sagital) que se tome
como "poblacién origen”,
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Tabla Iv-22,_ La tabla refleja en (1) los distintos factores de forma eliptica y sus correspondientes

didmetros maximg y minimo para poblaciones de tamaflo comprendido entre 340 pu® y 420 pw* (valor mediy
enpleads en los célculos: 380 pm?), En (2) se expresan los valores de drea (en pn®), y su factor de
forma correspondiente, de los perfiles derivados que se obtienen de seccionar los valores reflejados en
(1) a los &ngulos que se indican, Los perfiles reflejados en (1) representan las secciones mdximas de 13
“poblatién arigen": los reflejados en (2) la “poblacién derivada", tuyos perfiles aparecerdn en la
direccién de corte contraria a la considerada en (1) v segdn tada caso explicado en el texin, La tabla
85 vélida para cualquiera de las tres direcciones de corte (horizontal, frontal o sagital) que se tome
comg “poblacién origen”,



forma eliptica <(tablas IV-23, IV-24, IV-25, 1IV-26 y IV-27), asi como
conocer los angulos de inclinacién de los mismos, producidos en cada una
de las direcciones de corte consideradas <(horizontal, frontal y sagital),
que tendremos que extraer de los listados de datos en los que aparecen
para cada perfil, los valores de area, factor de faorma eliptica y éangulo de

inclinacién correspondiente.

7.4. Estudio de los angulos de ipclinacién.

Desde el punto de vista estrictamente geometrico, una estructura
elipsoidal situada en el espacio muestra tres é&ngulos con grados de
orientacién segin que el corte que le demos (o plano de proyeccién) sea
horizontal, frontal o sagital <(figura IV-30). 51 los cortes fueran
horizontales, la proyeccién sobre el plano XZ (plano horizontal) del
didmetro mayor de la elipse formara un é&ngulo con el eje X que denomi-
naremos J3 y que influira en las areas de los perfiles que se obtengan
cuando realicemos secciones frontales, de tal forma, que cuanto mayor sea
3 (entre 0° y 90, menor ser& el area del perfil derivado en secciones
frontales. En las secciones frontales 1la proyeccién de 1la direccién
indicada por el eje mayor del elipsoide sobre el plano XY (plano frontal)
formara un angulo con el eje X, que denominaremos <x, que influira en las
areas de los perfiles que se obtengan cuando se realicen secciones
horizontales, de tal forma, que cuanto mayor sea <x f(entre 0° y 90°) menor
seré el area del perfil que se obtenga en el plano horizontal. Por Gltimo,
'si las secciones son sagitales, el angulo que forme la proyeccién de la
direccién del diémetro mayor del elipsoide sobre el plano YZ (plano
sagital) con el eje Z, al que denominaremos ¥, sera tal que resultaré
semejante a un é&ngulo o y por lo mismo conforme aumente ese angulo
disminuird el 4&rea de los perfiles resultantes de las secciones

horizontales.

Todo lo dicho viene a expresar que cuando realizamos una

seccién segun una direccison concreta, el perfil eliptico obtenido dara un

-329-
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Tabla IVv-23,_

340 pm* - 420 pn® FACTOR DE FORMA ELIPTICA (%)
ZONA y 0,8 0,8-0,7 0,7-0,6 < 0,6
HORIZONTAL-SUPERIOR |  --——- |  —-=—- 0,38 2, 69
FRONTAL-SUPERIOR |  —==—— |  —==== |  ====— |  —==—o
SAGITAL-SUPERIOR ~ {  ——=—= |  ===== |  ===—= | =
HORIZONTAL-MEDIA |  —=--- 0,38 0,77 0,77
FRONTAL-MEDIA 0,50 | mmmmm | mmmm— | —ome-

SAGITAL-MEDIA

HORIZONTAL-INFERIOR
FRONTAL-INFERIOR
SAGITAL-INFERIOR

de estudin y seqUn cada una de las direcciones de corte utilizadas,
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, Valores obtenidos, sin corregir, de los porcentajes de participacién en
funcidn del facior de forma eliptica para 1a poblacién de 340 gn= ~ 420

pe? en cada zona

|
|
1
|
|
!
!
;
!
|
|
i
I .
|
|
i
n
j
i
|
|
|
i

1

260 pm? - 340 pw* | FACTOR DE FORMA ELIPTICA (%)
:
n 1 I |

ZONA i 0,8 t 0,8-0,7 | 0,7-0,6 : < 0,6

1 ! |
| | 1 l -

HORIZONTAL-SUFERIOR | 0,77. | 1,90 3,45 | 6,15
| |

RRONTAL-SUPERIOR j 3,35 | 2,87 I 2,39 | 0,48
| | )

SAGITAL-SUPERIOR t 0,42 | 0,36 | 1,25 | 1,25
1 |
| 1 a n

HORIZONTAL-MEDIA t 1,14 | 1,52 | 4,18 | 5,32
i |

FRONTAL-MEDIA ! 5,47 | 5,47 | 2,99 | 3,92
| |

SAGITAL-XEDIA | 0,83 | 1,66 | 2,08 | 1,25
| _
| ! | | _

HORIZONTAL-INFERIOR |  --—-- | - o | 1,21
| |

FRONTAL-INFERIOR j 2,08 | 2,09 | 1,57 0,52
r |

SAGITAL-INFERIOR | P e e | 0,42

i
i
!
f
!
!
!
|
!
|
{
!
|
!
i
|
!
|
f
{
|
{
|
I
|
|
!

Tabla I¥-24,_ Valares obtenidos, sin corvegir, de los porcentajes de participacién en
funcion del factor de forma eliptica para 1a poblacién de ZBO pm® - 340 pm® en cada zona
de estudin y segln cada una de las direcciones de corte utilizadas,



180 pym* - 260 pw= FACTOR DE FORMA ELIPTICA (%)

{ f
f {
i {
f ] { ! ! {
I ZONA ! ¥ 0,8 I 0,8-0,7 + 0,7-0,6 | < 0,6
! | t L 1 [
i i ! ! ! f
{ HORIZONTAL-SUPERIOR | 7,69 | 15,77 | 18,46 | 13,46
i | ! i i I
I FRONTAL-SUPERIOR J 18,606 i 23,92 { 16,75 | 8,13 I
i f I | !
i SAGITAL-SUPERIOR ! 5,42 I 18,33 I 20,00 : 7,50
! } I {
! ! | ! | {
| HORIZONTAL-MEDIA | z,66 t 11,7¢@ I 22,05 | 18,25
! I f ! | !
i FRONTAL-MEDIA | 18,91 ! 19,40 ! 8,96 ! 5,987 I
! I J ! !
| SAGITAL-MEDIA | 7,88 i 18,26 ! 21,58 ! 9,13
! ! ! ! L !
! ! i { { !
: HORIZONTAL-INFERIOR ! 4,44 J 10,89 : 16,94 ! 11,69 l
{ { i
| FRONTAL-INFERIOR | 15,71 | 15,18 { 14,14 : 2,62 |
l { ! {
i SAGITAL-INFERIOR ! 6,25 I 10,883 ! 10,83 : 6,67
I l I

Tabla IV-25,  Valores obtenidos, sin corregir, de los porcentajes de participacién en
funcidn del factor de forma eliptica para la poblacién de 180 pm* - 260 pwn* en cada zona
de estudlc y segin cada una de las direcciones de corte utilizadas,

100 pm® - 180 pm= FACTOR DE FORMA ELIPTICA (%)

| |
i n
} |
| | i 1 | x
| ZONA i »o0,8 | 0,8-0,7 | 0,7-0,6 | < 0,6
{ | | ! | |
! ; j ] j |
| HORIZONTAL-SUPERIOR | 4,23 1 11,15 | 8,85 | 5,39
! 1 [ | i
| FRONTAL-SUPERIOR | 4,31 | 8,61 | 9,00 | 1,44
i H i | 1 |
| SAGITAL-SUPERIOR | 7,92 1 20,42 1 12,08 | 4,58
i n | [ | |
i i i | | {
| HORIZONTAL-X¥EDIA ! 3,04 1 10,27 1 10,27 | 7,61 |
| | | |
| FRONTAL-MEDIA | 8,06 | 11,44 | 5,47 | 2,49
| | i | | 1
| SAGITAL-MEDIA { 8,71 | 12,45 | 12,03 | 4,15
| | | | | i
| I 1 | | |
| HORIZONTAL-INFERIOR | 12,90 | 16,94 | 15,73 | 9,27
i { } | ! |
| FRONTAL- INFERIOR i 13,61 1 14,66 1 15,18 | 2,62
| | | a | |
{ SAGITAL-INFERIOR | 12,50 i 21,25 1 22,92 | 8,35 |
{ | | ! ! !

Iabla‘IV-EG,_ Valores obtenidos, sin corregir, de los porcentajes de participacién en
funcitn del factor de forma eliptica para la poblacién de 100 pm* - 180 pn® en cada zona
Je estudin v seqin cada una de las divecciones de corte utilizadas,
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| !

| €3 TAMANOS DE POBLACIOR (%)

| i
| | { | | |
: ZONA | 340 - 420 | 260 - 340 | 180 ~ 260 | 100 - 180
i | 1 | ! |
| | | { i |
| HORIZONTAL-SUPERIOR | 3,08 | 11,092 i 55,38 } 29,62
i | | | | {
! HORIZONTAL-MEDIA : 1,90 | 12,17 : 54,75 : 31,18
H !
: HORIZONTAL-INFERIOR |  —=—=- ! 1,21 : 43,95 } 54, 84

} | |
! ! ] | J i
{ HORIZONTAL-TOTAL | 1,69 | 8,56 ! 51,49 ] 38,26
i t { i | |
| | I | | !
3n»»»n»»»»»»»»»»»n»»n»»n»»»»»n»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»l
{ { | I {
! FRONTAL-SUPERIOR | - | 9,09 | 67,46 ! 23,44
| | | | | |
: FRONTAL-MEDIA { 0,50 ] 17,91 ! 53,23 ! 28,36

! i |

| FRONTAL-INFERIOR it | 6,28 ] 47,64 I 46, 07
| | { I | !
{ { f { [ !
| FRONTAL-TOTAL i 0,17 | 11,15 i 56,41 | 32,28
! | ! | | |
| 1 i |
| !
| |
! |
i |
{ f
| I
i {
} |
| |
| |
| |
] |

! |

SAGITAL-SUPERIOR : ————— ; 3,75 ! 51,25 ! 45,00
SAGITAL-¥EDIA : —————— ; 5,81 : 56,85 : 37,34
SAGITAL-INFERIOR E ————— i 0,42 i 34,58 % 65, 00
SAGITAL-TOTAL : ————— ; 3,33 } 47,57 : 49,10
| | | |
(BOED valor de los iimites de clase viene consignado en pw®
Tabla IV-27,_ Tabla general de tamaflos de perfiles donde se exponen 1ons valores

obtenidos, sin corregir, de los porcentajes de participacién de cada und de los tamaflos

de perfiles cada de estudin

empleadas,

en Zona

y segun ctada una de las direcciones Jde corie
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angulo de inclinacién con su eje de proyeccién, que nos proporcionara un
dato <(angulo <x, J3 y ¥ ') sobre el valor que obtendriamos si el corte se
hubiera realizado en las otras direcciones. De este modo, dada una
situacién concreta podremos, con la ayuda de las tablas de "“perfiles
derivados" (tablas IV-19, IV-20, IV-21 y IV-22), saber qué perfiles obten-
driamos si la seccién se realizara en las otras direcciones de corte.
Finalmente, llamaremos ¥ al angulo que forma la direccion del eje mayor
del elipsoide con su proyeccién sobre el plano YZ; como en 1oé casos
anteriores, cuanto mayor sea ¥ menor serd el perfil que origine el

elipsoide en secciones sagitales.

Cuando analizamos los perfiles obtenidos en una direccién de
corte, resultara que séran de mayor area, en cada caso, los de aquellas
particulas elipsoidales que mantengan un angulo de valor minimo (tedrica-
mente 0°) con esa direccién de corte. La situacién queda reflejada en la
figura IV-31. De acuerdo con todo lo dicho y segun se desprende del
anadlisis de la situacién ofrecida por dicha figura (IV-31), resultara que
cuando un &angulo valga 07, el perfil resultante sera mayor segun la
direccién de corte y si valen 0° simultédneamente o< y /3, obtendremos
maximos perfiles en los cortes horizontales y frontales. Si los angulos
que valen 0° son <« y ¥, obtendremos maximos perfiles en los cortes
horizontales y sagitales. Por Gltimo, si valen 0° 3 y ¥ obtendremos
méximos perfiles en los cortes sagitales y frontales. En cada caso de los
anteriores, el tercer éangulc no considerado valdra 90° y cuando el angulo
es 90° para cualquier direccisén de corte, el perfil sera el menor de los

posibles.

Entendamos abora que si en las poblaciones de perfiles, deriva-
das de cada una de las tres direcciones de corte, consideramos sus valores
de area, las mayores areas en cada caso seran aquéllas en que las células
sean sorprendidas con angulo 0° (de acuerdc a la direccion en que hemos
seccionado), sin que en esto influya el &angulo que el perfil guarde con el
plano de proyeccién, aunque dicho angulo influiréd sin embargo, por ejemplo

en el corte horizontal, en el perfil que habriamos obtenido en ias
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secciones frontales y sagitales. Segun todo esto, los perfiles de mayor
tamafio que obtengamos en cada direccién de corte, seran los correspondien-
tes a elementos asi favorablemente orientados (angulo 0°). Estos elementos
daran, cuando realicemos cortes en las otras direcciones, perfiles emn
funcién del é&ngulo «x, @ o0 ¥ segun los casos. Por consiguiente, se
desprende de lo dicho que la suma de perfiles maximos, obtenidos a partir
de cada una de las direcciones de corte, representara el valor total en
porcentaje para ese tamafio considerado. Sin embargo y atendiendo taxﬁbién a
las consideraciones anteriores, cabe la posibilidad de que una estructura
al ser seccionada produzca perfiles maximos en dos direcciones de corte,
por lo que resultara que cada poblacién ofrecera en esa Suma, contamina-
cién de perfiles "proplos" derivados que por su reducido angulo ofreceran

4reas semejantes (contaminacién debida a la propia poblacion).

Por otro lado cuando una poblacién no sea la mayor de todas,
soportar4 contaminacién de “perfiles derivados" que son aquellos que,
presentando areas semejantes a la suya son el resultado de secclones
menores de elipsoides pertenecientes a poblacicnes de mayor tamafio. Por
todo ello el porcentaje real de la suma de los perfiles maximos, obtenidos
en cada direccién de corte, debe ser reducido o "limpiado" de aquellas dos

posibles vias de perfiles contaminantes.

tra consideracién importante en torno a los angulos de incli-
nacién es que las ocho posiciones posibles que puede adoptar un Cuerpo en
el espacio, al ser semejantes dos a dos y dar los mismos valores de
angulos, para el tratamiento de nuestro material, se pueden reducir a
cuatro. Este aspecto queda reflejado en la figura IV-32, en la que se
pueden observar cuales son las coincidencias aludidas. En la practica y a
efectos de morfometria de poblaciones, el problema se reduce a las
posiciones A y B (figura IV~32) y en lo referente a tamalios a énalizar,
entre 0° y 90°. Por Gltimo hay que puntualizar que, por ejemplo, un perfil
horizontal con 20° de angulo f3 producird al corte frontal y sagital
iguales perfiles que otro con un angulo de 160° (suplementario de z0"), por

lo que ambos valores saldran en los cuadros de estudio en clases
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similares. En la practica y con el fin de gque resulte més cémodo y rapido
el modo de operar, es conveniente, con arreglo a los principios considera-
dos anteriormente, confeccicnar una tabla de conversién de angulos, segun
la cual dado un éangulo medido podamos pasar a sus analogos y complemen-

tarios correspondientes (tabla IV-2Z8).

! l ! I
N O O -
! I ] |
! I { | ! ! { { ! I I ! ! f
PE D Lo 1071800110 /1700 120 /160 130° /150 140° /140° 1500 /130 160°7120°170°/110%180°/100° 1 S0°)
I | ! I I L i { | ! ! ! ! !
I I ! J I J ! | ! ! | ! { !
P LY LB 1 90 1 80° | 70 1 g0 1 50" 1 40° b 30* 1 20° 1 10° 0% |
I L P ! 1 i l [ ! ! | { i

Tabla IV-28,_ Tabla de cronversién de angulos, valida para cualguiera de las tres direcciones de
corte: horizontal (H,), frontal (F) y sagital (§,), En tada caso esta tabla nos indita los é&ngulos
correspondientes a cada uma de las otras dos direcciones distintas de la direccién de corte
considerada, Los 4&ngulos cerdn o para las secciones horjzontales, B para las frontaleg y ¥ para
las zagitales,

~J
(&2}

as de clasificacion

cada tamafio de perfiles.

Una vez realizado el analisis anterior y para poder trabajar con
nuestro material, necesitabamos confeccionar tablas de doble clasificacion
por angulos <(tablas IV-29, IV-30 y IV-31) en las que, para cada poblacién
y con respecto a su tamafio, se reflejase el numero de perfiles en funcién
del factor de forma eliptica y de los angulos de inclinacién. Con respecto

al factor de forma eliptica los perfiles se clasificaron en cuatro clases:

12) Factor de forma eliptica mayor o igual a 0,8.
22) Factor de forma eliptica entre 0,86 y 0,7.
32) Factor de forma eliptica entre 0,7 y 0,6.

42) Factor de forma eliptica menor de 0,6.
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En cada una de estas clases los perfiles se distribuyeron en
funcién de su angulo de inclinacién entre 0° y 180°, con un intervalc de

10°.

A partir de los valores de estas tablas podremos realizar la
“limpieza" de poblaciones, pues una vez conocidos el area, angulo, factor de
forma eliptica y porcentaje, sabremos en cada caso las posibilidades que
pueden derivarse tanto en contaminacién a la propia poblacién como a
poblaciones inferiores (derivacién) y a partir de aqui podremos reducir el

porcentaje de cada poblacién a su dimension real.

Como resumen, (ueremos describir a continuacién una serie de
principios analiticos que nos han de marcar las directrices generales que
hemos de tener en cuenta al iniciar el trabajo. Hagamos, pues, estas
consideraciones que se derivan del conjunto de lo estudiado y que resultan

imprescindibles para comprender el proceso de analisis.

7.6. Principios analiticos generales en la distincién de poblaciones.

- Para cada tamafio considerado, su porcentaje se habra de
corresponder aproximadamente, con el valor numeérico real de la poblacion
detectada de tales elementos o ceélulas en la direccién de corte elegida
(horizontal, frontal o sagital). Cada valor final sera inferior al efectuado

por el recuento directo.

~ Como los valores de poblacién detectados en cada direccién de
corte no pueden, al ser perfiles maximos, aparecer como tales en las otras
dos direcciones, quiere ello decir gque el valor conjunto real de cada
poblaciéen en la totalidad de la zoma 0 nucleoc (con arreglo a las caracte-
risticas elegidas), sera el resultante de la suma de lo obtenido en las

tres direcciones de corte.



4

- Del principic anterior se desprende que los perfiles de éarea
maxima, obtenidos a partir de los elementos constitutivos de una poblacién
concreta, se obtendran en uncss grados determinados de corte; los angulos
de 0° son los que proporcionaran los perfiles mayores en cada una de las

tres orientaciones; a esa condicién llamaremos “"orientacién adecuada".

- Como una orientacién de los elementos en el espacio puede ser
tal que ofrezca dos angulos de valor 0° en dos direcciones simultaneas de
corte, quiere ello decir que es posible obtener perfiles maximos a partir
de un mismo elemento en dos direcciones de corte; la tercera direccién, por
el contrario, produciria en este casp un &angulo de 90° y por tanto su

perfil minimo.

- Sin dejar de ser validas las afirmaclones antericres, se ha de
entender que dentro de cualquier poblacién de perfiles y con respecto a su
tamafio, podremos encontrar perfiles que pertenezcan realmente al parametro
caracteristico de esa poblacién (area), y otros que teniendo iguales dimen-
siones (de Area) son derivados de secciones inclinadas de elementos de
mayor tamafio y que por tanto, en nuestro caso, estaran encuadrados en una
poblacién de neuronas mayores. Resulta claro segin todo esto antedicho que,
en cada estudio, la poblacién cuyo tamafio presente los mayores perfiles
sera la unica que no ofrecera contaminacién de perfiles derivados al no

existir ninguna otra por encima de ella.

- Cada poblacién y los perfiles reales a ella pertenecientes los
denominaremos como “poblacién original". Aquellos perfiles que por razén de
la orientacién de corte, siendo derivados de una poblacién original, puedan
ir a formar parte de cualquier poblacién de tamafio inferior los llamaremos
"perfiles derivados". El conjunto que forman estos ultimos podemos catalo-
garlo comc poblacién de “contaminacién derivada". Cuando un mismo elemento
pueda por razén de su angulo dar lugar a dos o mas periiles maximos en
direcciones de corte distintas, diremos que esta produciendo “contaminacion

prapia".
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- De 1o anterior se desprende que, menos la poblacién de tamafio
mayor, el porcentaje de perfiles concretos constitutivos de cualquier
poblacion consta de elementos que cuentan con dos o mas procedencias. En
nuestro caso y con arreglo a esto antedicho, dado que unicamente conside-
ramos perflles conteniendo nucléolo, una poblacién no podra contener
perfiles derivados de otras que se encuentren por encima de ella a mas de
dos niveles, pues tal distancia de tamafios no permite el que secciones de
lz mayor (al contener nucléolo) puedan dar lugar a dimensiones propias de
la tercera o cuarta menor. De hecho, cada poblacién da perfiles de

contaminacién sé6lo, practicamente, a la inmediata inferior.

- Cuando se realizan las secciones histolégicas en una direccién
concreta y.luego se dibujan y analizan los elementos o neuronas objeto de
estudio, estos elementos ofrecen una inclinacidén o angulo con respecto al
eje de abscisas, que ejercera su valor practico para las otras direcciones
de corte. Es decir: en secciones horizontales, los angulos que se midan
(que llamaremos &ngulos [3) ejerceran su influencia sobre los perfiles
derivados correspondientes, que apareceran en las secciones frontales (y
los complementarios de esos éangulos en las sagitales); en secciones
frontales el angulo que medimos (que llamaremos ox) ejercera su influencia
sobre los perfiles derivados correspondientes que apareceran en las
secciones haorizontales (y los complementarics de este angulo en las sa-
gitales). En secciones sagitales, el angulo que medimos {que llamaremos
¥7) es un angulo que en las secciones hcrizontales producirad perfiles
derivados menores conforme crezca (y por tanto es un angulo que -actua
como si se tratara del angulo o¢), y los complementarics de ¥  (comple-
mentarios equivalentes a angulos f3) son los que producirédn los perfiles

derivados correspondientes en los cortes frontales.

— Dada la condicién de perfiles que se obtienen a partir de cada
direccién de corte con é&ngulos necesariamente de 0°, es posible, como
anteriormente se ha expuesto, el que esta situacién se dé para dos
secciones de orientacion direrente y por lo mismo, que obtengamos a partir

de tales elementos dos perfiles de area maxima en dos direccicones de corte
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diferentes. Tal situacién producira, sin lugar a dudas, una contaminacién o
coincidencia teérica en la suma de los porcentajes reales constitutivos de

iz misma poblacién.

- Cuando, en virtud de su orientacién, una poblacién es capaz de
ofrecer perfiles derivados en una de las direcciones de corte, si estos
angulos son mayores de 60°, los cortes complementarios daran generalmente
perfiles gque se encuentran dentro de la misma poblacién y por lo mismo no
contaminaran a la poblacién inferior sino al porcentaje conjunto de la
poblacién original. Esta misma situacién pero a la inversa puede decirse

cuando los angulos son suplementarios.

- Toda poblacién de un factor de forma eliptica determinado,
produce al ser seccionada perfiles cuyos factores de forma estan por
encima del perteneciente a la poblacién original. Inversamente, toda
poblacién con factor de forma eliptica bajo (muy eliptico), no puede prove-

nir de las poblaciones situadas por encima de ella.

- Las poblaciones de factor de forma eliptica alto (tendencia
considerablemente circular), no pueden dar perfiles para la poblacién

inferior y si contaminaciones en la propia.

- En el porcentaje o valor numérico de toda poblacién, para
concluir cual es su valor real, caso de que dicha poblacién exista,
tendremos que restarle los valores de contaminacién dervivados_ de las
poblaciones superiores, y aquéllos que sean el resultado de coincidencias

dentro de la misma poblacién.
- Cuando un perfil circular provenga de una particula elipsoidal

y el diametro mayor de aquél sea igual al didmetro mayor de los perfiles

elipticos mayores, es porque el elipsoide de origen tiene forma oblonga.
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- Cuando un perfil circular provenga de una particula elipsoidal
y el diametro mayor de aquél sea igual al diametro menor de los perfiles
elipticos mayores, es porque el elipsoide de origen tiene forma alargada.

- Cuando seccionamos particulas de forma oblonga es mas

probable que produzcan perfiles elipticos que circulares.

parcentajes. Obtencion de valores reales.

7.7.1. Confeccién de los Cuadros de Anotaciones (C.A.)._

A partir de las tablas anteriormente citadas y para operar en
la practica, el primer paso hacia la obtencién de valores reales de
poblaciones es la construccién de cuadros de anotaciones (C.A.) (ver tablas
IV-32, 1v-33 y IV-34), cuadros que realizamos del modo que a continuacién

se detalla.

1> En primer lugar, en la parte superior de cada C.A., hemos de
resefiar las caracteristicas de la poblacion . origen: area, factor de forma
eliptica, direccién de corte y zona de estudio considerada. Como se van a
tener en cuenta cuatro factores de forma eliptica, quiere ello decir gque
cada tamafio de poblacién, en cada una de las tres direcciones de corte

consideradas, se compondré en realidad de cuatro C.A.

2)> En la primera linea de casillas se anotan los diversos
angulos de inclinacion, desde 0° hasta 180°, con intervalos de 10°. Estos
angulos son en cada casc los que se miden en la direccién de corte
conciderada y gque, como se dijo, si el corte es horizontal indicaran

angulos (3, si es frontal &ngulos o y si sagital ¥’
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CUADRO DE ANOTACIONES (C,A,)D
Poblacién origen: 180 um? - 260 yn® / Factor de forma eliptica: ( Q& / Direccién de corte; ERONTAL /  Zona: SUPERIOR
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(%3 Tamafios consecuencia de secclién en el Angulo correspondiente,

(d) Factores dJde
(87 Forcentajes
(&) Parcentales
(7) FPovcentajes
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Tabla IV—34

CUADRO DE ANOTACIONES (C,A.,D
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3> En las tablas de doble clasificacién por é&ngulos (tablas
IV-29, IV-30 y IV-31), se detecta para cada é&ngulo (en la poblacién de
tamafio y factor de forma eliptica correspondiente y caso de que exista), el
numero de perfiles que para cada situacién aparecieron en la muestra
histolégica con esas condiciones. Dicho numero se anota en la segunda

linea del cuadro C.A., debajo del &ngulo que corresponda.

4) Ahora necesitamos saber a partir de los valores que acabamos
de anotar en 3, los perfiles de contaminacién que resultaran como producto
de la seccién en las otras dos direcciones de carte distintas de la que
estamos estudiando. Para ello, en las dos lineas de anotaciones inmediata-
mente inferiores consignaremos, de acuerdo con lo contenido en las tablas
Iv-19, IV-20, IvV-21 y 1V-22, las é&reas y factores de forma eliptica de
estos perfiles qué se obtendrian cuando las células se seccionaran en esas

otras direcciones de corte.

5) Debajo de los valores citados en el apartado anterior, hay
cuatro lineas mAs, con casillas, que terminan de componer cada cuadro C.A.
de las cuatro lineas, las dos primeras se emplean para recoger 1la
posibilidad de que exista “contaminacién propia", es decir, aquellos
perfiles de células que, cuando hubiéramos efectuado cortes en las otras
dos direcciones (distintas de la considerada en los C.A.>, nos hubieran
proporcionado valores que se encuentran dentro del tamafio de la propia
poblacién y que por 1o mismo representan una duplicidad y error al querer
considerar las celulas o porcentaje constitutivo de un tamafio de poblacién
concreto. El porcentaje de “"contaminacién propia" dependera, como es légico,
del numero de células que figuren, en cada caso, en la casilla corres-
pondiente de la segunda linea del cuadro C.A. gque estamos analizanco.
Cualquier valor de contaminacién se obtiene multiplicando el numero de
elementos de la casilla 2 por un factor que representa el porcentaje gue
supone una célula en el total de la poblacién analizada. En nuestro
estudio, dicho factor varia para cada direcciéom de corte (0,33% en los
cortes horizontales, 0,48% en los frontales y 0,42% en 1los sagitales),

debiéndose estas diferencias a que el numero de células estudiado en cada
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caso fue ligeramente distinto. Cuando no hay “contaminacién propia",
aparecera “contaminacion derivada" hacia la poblacién inferior porgue, como
ya se dijo, una célula cortada en una direccién daria si la hubiéramos
cortado en las otras, perfiles que o son del mismo tamafio y entonces
representan la “contaminacién propia" que acabamos de exponer, o son de
tamafio inferior al de la poblacién original y entonces suponen
“contaminacién derivada" a la poblacién inferior. Por supuesto que situados
ante el microtomo, una célula que se corta en una direccién ya no podra
ser cortada en las otras dos, pero aqui no nos referimos a la
imposibilidad fisica de seccionar simultaneamente una estructura en tres
direcciones de corte diferentes, sino al hecho estadistico de que segun lo
que se encuentre en una direccién de corte y sus valores, asi seré lo que
apareceréd cuando en las estructuras de otro espécimen se realicen cortes
en las otras direcciones (direcciones de corte contrarias). Las anotaciones
correspondientes a la ‘“contaminacién derivada" se recogen en las dos
Gltimas lineas de cada cuadro C.A. y como en el caso de la "contaminacién
propia", debajo del porcentaje de contaminacién se consigna el factor de
forma al que dicha contaminacién se produce. De este modo, una vez
determinados los porcentajes de contaminacién en cada C.A., quedan estos
cumplimentados. En la presente tesis, para no engrosar innecesariamente su
contenido, sélo presentamos algunos ejemplos de los cuadros C.A. utilizados
(tablas 1V-32, IV-33 y 1IV-34), entendiéndose que el mismo proceso y
material de datos se ha empleado para conseguir todos los casos

examinados.

Una vez que disponemos del total de cuadros C.A. para cada zona
de estudio, el paso siguiente consiste en proceder a la "limpieza"
propiamente dicha, tanto de "contaminacién propia® como de “contaminacién
derivada™. A continuacisn describimos brevemente los sistemas de "limpieza"
que hemos seguido y para su mejor comprensién nos ayudaremos de un

ejemplo concreto, cuyos C.A. son los que se muestran en las tablas IV-3z,

IV-33 y IV-34.
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7.7.2. Sistema de “"limpieza" de “contaminacién propia" y de "contaminacién

derivada"._

Sea una poblacién de tamafioc de perfiles 180 pym= - 260 pm* y de
factor de forma eliptica menor de 0,6 a la que denominaremos “poblacién
origen". Una vez que dicha poblacién ha sido “"limpiada" de las derivadas
procedentes de la poblacién superior en sus tres direcciones de corte, para
eliminar los perfiles que constituyen la "contaminacién propia“, se toman
los tres cuadros C.A. de dicha poblacién (tablas IV-32, IV-33 y IV-34) y
desde el cuadro donde se aprecie mayor numero de contaminaciones y/o
coincidencias, se determinan las coincidencias con las otras dos
direcciones de corte. En el ejemplo que presentamos el cuadro tomado era
correspondiente a la direccién de corte HORIZONTAL y el procedimiento que

acabamos de indicar se efectuaria del modo siguiente:

1) Se parte de los porcentajes de la "poblacién origen", en cada

direccién de corte, sin derivar y sin descontaminar (sin "limpiar':

DIRECCION: HORIZONTAL FRONTAL SAGITAL
% SIN "LIMPIAR": 13, 46% 8,13% 7,5%

[Estos porcentajes se obtienen a partir de las tablas de
clasificacién de perfiles por tamafios y factor de forma (tablas IV-23 a

Iv-zé>1.

2) Se toman los porcentajes de "contaminacién derivada" que
teniamos anotados y que se han originado desde la poblacién superior

(260 um* - 340 um=), cuyo valor en el ejemplo que estamos siguiendo fue:

DIRECCION: HORIZONTAL FRONTAL SAGITAL
% DE DERIVADAS: ———= 0,38% ===



estos porcentajes se restan de los valores de 1 y obtendremos asi los

porcentajes de la poblacién origen una vez extraida la "contaminacién

derivada" .
33 Porcentajes de la poblacién origen sin "contaminacién
derivada":
DIRECCION: HORIZONTAL FRONTAL SAGITAL
% SIN DERIVADAS: 13,46% 7,75% 7,5%

(B8,13% — O0,38% = 7 ,75%)>

Como puede observarse en este caso el porcentaje de “contami-
nacién derivada" es muy bajo (0,38% a la direccién frontal), y lo primero
que hemos hecho ha sido eliminar dicho porcentaje. Esta eliminacién, aparte
de la resta matemética, consistirad en borrar en las tablas IV-29, IV-30 y
1V-31, de doble clasificacién <(por angulos), valores de 1los que
preferentemente se encuentran entre 0° a 30° o entre 1507 a 180° que es
donde pueden localizarse en cada dos direcciones de corte los procedentes
de la original. En nuestro ejemplo, el 0,38% de "contaminacién derivada" se
traduce en 1 perfil a restar en el cuadro C.A. ERONTAL {(tabla IV-33), entre
170° y 180°, por lo que en vez de 5 perfiles (nomero que aparece entre

paréntesis) consideraremos a efectos de recuento sélo 4.

4) El paso siguiente consiste en calcular, a partir del cuadro
C.A. de la direccién de corte HORIZONTAL en este ejemplo, los porcentajes
de “contaminacién propia" que pudieran darse al efectuar las otras dos

direciones de corte:
% DE _CONTAMINACION BHORIZONTAL A FRONTAL (HaF)

0,38% + 0,77% + 1,92% + 2,31% + 0,38% = 5,76%
5,76% / 2 = 2.88%
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Segun lo expuesto en el procedimiento de "limpieza" de "contami-
nacién propia", ahora habra que restar a los porcentajes sin derivadas de

las direcciones horizontal y frontal 2,88% (en cada una).

% DE CONTAMINACION HORIZONTAL A SAGITAL (H25
1,15% + 0,38% + 0,38% + 0,77% = 2,68%
2,68% / 2 = 1,34%

Como en el caso anterior, habremos de restar ahora a 1los

porcentajes sin derivadas de las direcciones horizontal y sagital 1,34%.

5) Ahora se trata de calcular la "contaminacién propia" entre
las direcciones de corte frontal y sagital a partir de sus respectivos

C.A.

% DE TR (F+3)
% DE FRONTAL A SAGITAL: 0,48% + 0,48% + 1,44% = 2,40%
% DE SAGITAL A FRONTAL: 1,25% + 0,42% + 0,42% + 0,83% = 2,92%
% TOTAL (F+S) = 2,40% + 2,92% 5,32%; 5,32% / 4 = 1,33%

Este modo de proceder se deriva de que una vez hecha la
primera "descontaminacién propia“, en esta segunda resulta mas practico
en vez de trabajar a partir de una de las direcciones, sumar 1los
valores de las dos y luego dividir por 4 (en vez de por Z2). La razén,
como decimos, es practica ya que resulta dificil asegurar las contami-
naciones concretas sobretodo después de haber realizado la primera

“limpieza" agui, en esta segunda, resulta mAs seguro operar asi.

*

Por lo tanto y segin lo expuesto en el procedimiento de
“limpieza" de '"contaminacién propia", habremos de restar ahora de los

porcentajes sin derivadas de las direcciones frontal y sagital 1,33%

6) Una vez eliminada la “contaminacién propia“, la suma de los

valores finales recultantes en cada una de las tres direcciones de corte,
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representa el porcentaje total real correspondiente a la poblacién

examinada. En resumen:

DIRECCION: HORIZONTAL FRONTAL SAGITAL
% SIN "LIMPIAR": 13,46% 8,13% 7,50%
% DE DERIVADAS: - 0,38% ——=-

% RESULTANTE AL RESTAR

LAS DERIVADAS: 13,46% 7,75% 7,%50%
% DE CONTAMINACIOR (H4F)>: 2,88% 2,88% ———=

% DE CONTAMINACION (H23): 1,34% ———= 1,34%
% DE CONTAMINACION (F+5): ———= 1,33% 1,33%
% TOTAL DE CONTAMINACION: 4,22% 4,21% 2,67%
% FINAL REAL: 9,24% 3,54% 4,83%
% REAL TOTAL DE LA CATEGORIA: 9,24% + 3,54% + 4,83% = 17,61%

lLa consecucién de este porcentaje real, correspondiente a la
poblacidén de tamafio compreﬂdido entre 180 pm® y 260 um® y factor de
forma eliptica menor de 0,6, junto con todos los demés valores reales
calculados de igual forma para el resto de categorias, nos han
permitido construir las tablas IV-35, IV-36 y 1IV-37 y 1IV-38 que
reflejan, en porcentajes, los valcores finales que han resultado para
cada tamafio y factor de forma eliptica en cada zona de estudio y segun
cada una de las direcciones de corte utilizadas. Repitamos el que, como
puede entenderse, los porcentajes o valores son los que han resultado

cuando de los valores iniciales (sin “limpiar"), tomados de las tablas
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180 pm* - 260 pm™ FACTOR DE FORMA ELIPTICA (%)

| |
| |
i |
i | | i r |
| ZONA i > 0,6 | 0,8-0,7 | 0,7-0,6 | < 0,6
! | | | |
| 1 | i | ‘
| HORIZONTAL-SUPERIOR | 0,85 | 8,31 | 0,90 | 9,24
! | | | | |
| FRONTAL-SUPERIOR i 0,98 | 12,43 : &,52 1 3,54
| | |
| SAGITAL-SUPERIOR ! 0,83 | 7,91 1 12,20 | 4,83
| ! | . | ' | |
| | | | n |
| HORIZONTAL-MEDIA | 0,38 | 4,62 1 11,81 | 13,11 !
| | | | | i
| FRONTAL-MEDIA | 0,03 | 13,87 | 5,40 | 2,98 |
i | | | 1
| SAGITAL-MEDIA 1 1,14 | 5,490 | 10,16 | 3,78
i | l | |
) | | | | |
: HORIZONTAL-INFERIOR |  —=—-—- | 2,58 | ¢,75 } 7,37
| | 1
| FRONTAL-INFERIOR | 9,45 | 3,70 | 7,47 | ———e— |
s I | x | |
1 SAGITAL-INFERIOR | e | 4,18 | 8,29 { 3,73
| | 1

Tabla 1V-35 ,_ Valores corregidos de los porcentajes de participacion en funcidn del
factor de forma para la poblacisn de 180 pm® - 260 pm® en cada zona de estudio y segin
cada una de las direcciones de corte ytilizadas,

100 pm= - 180 pm® FACTOR DE FORMA ELIPTICA (%)
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i ZONA | 2 0,8 [ 0,8~-0,7 | 0,7-0,6 | < 0,6
| l ! | {
i | | ! i
} HORIZONTAL-SUPERIOR | —=~—- e ke : 2,39
{ I l
! FRONTAL-SUPERIOR b e b ! 0,42
| ! | ! |
| SAGITAL-SUPERIOR [ et b —m= b == | z,45
{ { i ] !
| l | | !
{ HBORIZONTAL-MEDIA b b e S I 4,46
l f l ! {
{ FRONTAL-MEDIA t —= e P ! 6,96
! { i | i
| SAGITAL-MEDIA I I = S ety ! 1,11
! ! | | I
! | ! ! i
i HORIZONTAL-INFERIOR |  ——=-- 5 12,14 I 8,44 I 2,47
! ! | } !
{ FRONTAL-INFERICR i [ it | 7,45 ! 0,82
i ! i | |
: SAGITAL-INFERIOR I ate i it : 5,33
! ! ! |
Tabla Iy-36 ,_ Valores corvegidos de los porcentajes de pariicipacién en funcidn del

factor de forma para la poblacién de 100 pn® - 180 pw® en cada zona de estudio y segun
tada una g2 las direcciones de corte utilizadas,



340 um® - 420 pm~ FACTOR DE FORMA ELIPTICA D)

ZONA y 0,8 0,8-0,7 0,7-0,6 < 0,6
HORIZONTAL-SUPERIOR |  ——~-— |  =-——- 0,38 0,72
FRONTAL-SUPERIOR |  —=-== | ==—== |  =e=mm | —mmm-
SAGITAL-SUPERIOR |  ——=== |  ===== |  ——mme | —==en
HORIZONTAL-MEDIA |  ——=== |  —==—v 0,53
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Tabla IV-37 ,_ Valores corregidos de los porcentajes de participacion en funcidn del
factor d& forna fara la poblacién de 340 pa® - 420 pn® en cada zona de estudio y segdn
cada una de las direcciones de torte utilizadas,

260 pm= - 340 pm= FACTOR DE FORMA ELIPTICA (%

! !
I !
! {
| ! | I ! i
! ZONA ! ¢ 0,8 | 0,8-0,7 + 0,7-0,6 I < 0,6
{ ! ! ! i {
l | i ! ! {
! HORIZONTAL-SUPERIOR | 0,35 I 1,74 ! 1,28 : 4,35
| ! i !
i FRONTAL-SUPERIOR { 1,48 | 1,87 ! 1,20 : ————— l
{ | ! { !
| SAGITAL-SUFPERIOR { 0,4z ' 0,38 e f 1,25
! { ! ! I |
! | ! | | b
| HORIZOKNTAL-MEDIA | 0,77 ! 1,04 | 1,11 | 3,67 1
! | ! ! {
; FRONTAL-MEDIA f 2,26 ! 3,50 ; 1,57 ! 2,06
! ! |
| SAGITAL-MEDIA | 0,42 ! 0,84 I 0,42 ! 1,47
{ | ! | ! I
! i ! | | !
| HORIZONTAL-INFERIOR |  ————- L == i - | 0,83 i
i i | I !
1 FRONTAL-INFERIOR I z,08 ! 2,009 ! 1,87 b = :
{ | ! !
| SAGITAL-INFERICR I bm— e ! 0,20
! ! { | ! !

Tabla IV-38,_ Valores corregigos de los porcentajes de participacién en funcidn del
factor de forma para la poblacién de 260 pn® - 340 pm® en cada zona de esiudin y segun
cada una de las divecciones de corte utilizadas,



IV-23 a IV-26, se han restado los valores de “contaminacién derivada" a
partir de 1la poblacién superior y de “contaminacién propia“ (por

repeticién del perfil)

Una vez que una poblacién esta "limpia" de los dos tipos de
contaminaciones, sus valores en cada factor de forma eliptica,
representan células que daran, desde cada direccién, perfiles derivados
a2 la poblacién inferior, perfiles que apareceran en cada una de las
otras dos direcciones de corté consideradas., Precisamente, en las
lineas (7) y (8) de los cuadros C.A., ya se vié que vienen consignados
los porcentajes de “contaminacién derivada" que se origina desde una
poblacién de tamafio y factor de forma eliptica determinados a la
poblacién inferior. En nuestro ejemplo concreto, en el que la poblacién
origen tiene un tamafio comprendido entre 180 pm= - 260 um*® y un factor
de forma eliptica menor de 0,6, la contaminacién derivada afectara a la
poblacién inferior, de tamafio comprendido entre 100 uw® - 180 pm® y con
distintos factores de forma eliptica. Los porcentajes de contaminacién,
que han sido extraidos de los C.A. de las tablas 1V-3z2, IV-33 y 1V-34,

vienen resumidos del siguiente modo:

% CONTAMINACION DE HORIZONTAL A FRONTAL (H-F)
F.F.e. > 0,8: 1,15% + 0,38% + 0,38% + 0,77% = 2,68%

F.F.e. 0,8-0,7: 0,38% + 2,69% = 3,07
F.F.e. 0,7-0,6: 1,92%

% CONTAMINACION DE HORIZONTAL A SAGITAL (H-S)
F.F.e. » 0,&: 0,38% + 0.77% + 1,92% + 2,31% + 0,38% = 2,76%

F.F.e. 0,8-0,7: 1,92%
F.F.e. 0,7-0,6: 0,38% + 2,60% = 3,079
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% _CONTAMINACION DE FRONTAL A HORIZOWTAL (FzH)

F.F.e. » 0,8: 0,48% + 0,48% + 1,44% = 2,40%

% _CONTAMINACION DE FRONTAL A SAGITAL (F-9)

F.F.e. 2 0,8: 0,96% + 0,96% + 0,48% + 0,96% + 1,91% = D,27%

% G N Y\ DE 7 —1)
E.F.e. 2 0,8: 1,25% + 0,42% + 0,42% + 0,83% = 2,92%
E.F.e. 0,8-0,7: 0,42% + 0,83 = 1.20%

F.F.e. 0,7-0,6: 0,83%

% CONTAMINACION DE SAGITAL A FRONTAL (S5-F)

F.F.e. 2 0,8: 0,83% + 0,83% + 0,42% + 0,42 = 2,50%
F.F.e. 0,8-0,7: 0.83%
F.F.e. 0,7-0,6: 0,42% + 0,83% = 1,25%

Estos porcentajes de "contaminacién derivada® que hemos
calculado, son los qué habremos de restar a los porcentajes iniciales de
esa poblacién inferior (100 pmZ - 180 um®) en el factor de forma eliptica
correspondiente. Ahora dicha sustraccién habré de aplicarse en las tablas
de doble clasificacién por &ngulos (tablas IV-29, IV-30 y IV-31) a los
perfiles ubicados entre 0° y 30° o entre 150° y 1807, dentro, claroc esta,

del tamafio 100 pn® - 180 pm®.

El proceso produce los siguientes valores:
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%_CONTAMINACION DE HORIZONTAL A FRONTAL (H-F)

F.F.e. # 0,8: 2,68% =7

F.F.e. 0,8-0,7: 3,07 = &

F.F.e. 0,7-0,6: 1,92% = 5

% CONTAMINACION DE HORIZONTAL A SAGITAL H-S)

F.F.e. » 0,8: 5,76% = 15

F.F.e. 0,8-0,7: 1,92% = 5
F.F.e. 0,7-0,6: 3,07% = 8

% TANM 1 E ) 7 (S~

F.F.e. » 0,8: 2,92% = 6

F.F.e. 0,8-0,7: 1,25% = 3

F.F.e. 0,7-0,6: 0,83% = Z

% CONTAMINACION DE SAGITAL A FRONTAL (S-F)

F.F.e. 7 0,8: 2,50% = 6
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b

F.F.e. 0,8-0,7: Q,83% =
F.F.e. 0,7-0,06: 1,25% =

()

Estos nameros de perfiles son los que debemos de restar en la
poblacién de tamafio 100 um? - 180 um* y en el factor de forma que

corresponda.

Por ultimo, hemos de sefialar que cuando al “limpiar" de deriva-
das una poblacién, algun porcentaje desde la poblacién origen resulte ser
mayor que el de la poblacién inferior, la diferencia puede y con mucha
probabilidad debe ser restada al porcentaje de forma eliptica inmediata-
mente siguiente (dentro del mismo tamafio), porque la diferencia entre un
0,82 de factor de forma eliptica y un 0,78 por ejemplo, no se puede evitar
y por tanto lo que en teoria deberia localizarse en el recuadro de la tabla
correspondiente a los valores de un factor de forma mayor o igual a 0,8,
puede en parte venir recogido en el recuadro de la clase de factor de
forma eliptica entre 0,8 y 0,7. Es decir, si en 0,8 hemos de quitar, por
ejemplo, un 6% y el valor del recuadro contiene uUnicamente un 3%, el 3%
restante puede eliminarse del valor existente en la clase de factor de

forma eliptica entre 0,8 y 0,7.

7 8. Categorias reales finales de neuronas encoptradas en el sector e del

NGLd del conejo.

A partir de las tablas IV-35 a IV-38, hemos obtenido la tabla
IV-39, que refleja en porcentajes, los valores finales que en cada caso han
resultado para cada tamafio y factor de forma eliptica, obtenidos a partir
de las tres direcciones consideradas (horizontal, frontal y sagital). Como
puede entenderse y ya hemos indicado en apartados anteriores, cada
porcentaje es el resultado final en el que a partir del "“porcentaje

original® (o de valores sin corregir; tablas IV-23 a IV-25) se han restado

los valores de contaminacién posible.
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| | l [ I ! !
l | e, | ! | | !
: ZONA } { > 0,8 ! 0,8 ~-0,71 0,7 - 0,61 < 0,6 {

! | | ! |
| ! | I I | |
! i | ] | } J
] ! | i ! | i
: XE : 340 - 4206 1 —--—- I - i 0,38 | 0,72

I | l i i
P s | | | { | |
T t 260 - 340 | 2,25 | 3,68 [ 2.48 i 5,60
P I | { | !
. S ! ! | { |
: g? { 180 - 260 | z, 66 ! 28,65 ! 30,62 : 17,61

{ | } !
L O | ! | I |
{ R | 100 - 180 t = —-———- P = I = I 5,26 |
i ! ! | [ { I
! ! I ! l ] |
l ))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))l
! ! { | ] [ !
{ | | ! i | |
I I 340 - 420 | -—--- [ ! 0,38 I 0,583 |
: e ; { | | | |
! { ! [

I M t 260 - 340 | 3,45 | 5,38 ! 3,10 I 7,20
I E | t | ! | I
I D | ! ! ! ! |
I I + 180 - 260 | 2,45 | 23,98 { 27,46 I 19,87
A | I | { |
! I | ! | | ]
| { 100 - 180 |  —-—=~- | = I = I 6,53 !
[ | { ] ! } ]
! | { ! i | |
| )))))))))))))))))))))))))))}))))))))))))))>)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))l
! I [ ! { { I
} ! I ! | | I
| exe | 340 - 420 |  -———- I I { (
! ! | ! ! I {
| I } | ! ! _ i |
I N | 260 - 340 | 2,09 ! 2,09 | 1,57 ! 1,08
T ! ! } ! |
P E | N I | ! |
| %? i 180 - 260 | 9,45 ! 10,46 : 25,51 I 11,10
| i { i ' I {
O ! | | | |
: r : 100 - 180 {  —=——= ! 12,14 : 15,89 ; 8,62 f

} | |
| | | ! | | |
{¥)E] valor ge los limites de clase viene consignado en pw®

Tabla IV-39,_ Tabla general de valores corregidos de los porcentajes de participacién en
funcién el factor de forma eliptica de cada uno de los tamaflos de perfiles, en cada
zona de estudio 'y sequn cada una de las direcciones de corte utilizadas,



En la tabla IV-39, aquellos porcentajes de factor de forma
eliptica mayor o igual a 0,8 ser4n los que, por ser finales, representan
células con tendencia redondeada; los otros (factor de forma eliptica
< 0,8) seran los que representan células con tendencia elipsoidal.
Ciertamente, en nuestro caso, los porcentajes de células con tendencia
redondeada o células de “categoria esferoidal" son muy inferiores a los
porcentajes de “categoria elipsoidal“. Esto es debido fundamentalmente a
que las reducciones que se van realizando por “contaminacién derivada" han
sido en los factores de forma eliptica altos muy superiores a las que
sufrieron las categorias de factor de forma eliptica menor. Ello es légico
porgue como cada célula da perfiles derivados con factores de forma que
son necesariamente por encima del suyo propio (es decir, mas circulares),
resulta que las derivaclones son mayores y se acumulan en los factores de

forma eliptica superiores.

Por consiguiente se entiende que los porcentajes resultantes,
tras eliminar la contaminacién, con factor de forma eliptica mayor de 0,8
son realmente células esferoidales (o de tal tendencia). Por debajo de @,7
los porcentajes resultantes corresponden a células elipsoidales. Por dltimo,
entre un factor de forma eliptica de 0,8 a 0,7 encontramos porcentajes que
por su forma, aunque hay que catalogar de elipsoidales (o con tal tenden-
cia), no se puede descartar como ya se ha dicho el que en algunos casos
pudieran pertenecer a la “categoria esferoidal", entrando aqui en juego
errores ineludibles de variaciénes tintoriales, ligeras desviaciones al
dibujar los perfiles, etc. Por esta circunstancia, a la hora de establecer.
categorias neuronales hemos preferido prescindir de dichos porcentajes de
factor de forma eliptica entre 0,8 y 0,7 ya que no los podemos adscribir
con certeza a la “"categoria esferoidal" ni a la “"categoria elipsoidal®. Tales
valores no es que se pierdan, sino que tanto si los dividimos entre los
elementos de m&s de 0,8 y de menos de 0,7, como si dejamos de
considerarlos, ello no afectarad al entendimiento de las relaciones inter-

poblacionales.
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Siguiendo las observaciones y desde el analisis de la tabla
IV-39, se comprueba directamente el que, tal y como ya habiamos afirmado
con anterioridad, los valores de los conjuntos existentes en la zona
superior del sector ote son muy similares a los de la zona media, lo cual
indica que saivo pequetias variaciones de porcentaje inicial, debidas
principalmente a que las células en la zona media ofrecen una orientacién
mas uniforme, ambas zonas presentan una disposicién general en densidades
y tamafios neuronales muy semejante. No obstante, con todo, hay que hacer
notar el que algo si varia el porcentaje de células redondeadas de mayor
tamafio, el cual se ha incrementado er la zona nedia. Otra diferencia
estriba en que en la zona superior el porcentaje de los tamaﬁoé
comprendidos entre 340 um? - 420 um® es mayor que en la zona media. En
cuanto a la zona inferior, su caracter es marcadamente diferente a las
otras dos, las células disminuyen apreciablemente de tamafio y el nimero de

células elipticas pequefias se incrementa considerablemente.

En resumen y refiriéndonos ya, concretamente, a las categorias
celulares encontradas en nuestro estudio, considerando fundamentalmente el
tamafio y el factor de forma eliptica, podemos diferenciar, como ya hemos
indicado anteriormente, una “categoria esferoidal” a la que denominaremos
"C" y otra “elipsoidal" a la que denominaremos "E", cuyos porcentajes
vienen reflejados en la tabla IV-40. Dentro de la categoria nCe podenmos
diferenciar dos tamafios, células entre 260 pm=® - 340 um? o categoria "C."
y células entre 180 um® - 260 pm® o categoria "Cz". En cuanto a las
células elipsoidales, encontramos tres categorias segun Su tamafio,,
categoria "E." de tamafio comprendido entre 260 pm® - 340 pm®; categoria
“Ez" de tamafio comprendido entre 180 pm® - 260 um® y categoria “Es® cuyo
tamafio es de 100 um? - 180 pm2. Con respecto a las categorias
elipsoidales, la "E.* y la “Ez" son mas abundantes en las zonas superior y
media, descendiendo su porcentaje en la zona inferior; por lo demas la "Ez"
resulta ser la mas abundante de todas las categorias en cada una de las
tres zonas. En cuanto a la categoria “"Es®, resulta ser mas abundante en la

zona inferior mientras que en las zonas superior y media su porcentaje es

bajo y muy similar.
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Tabla 1I1V—40

% DE CATEGORIAS OE FERFILES CELULARES VALORES TOTALES DEL SECTOR e, NGLA

§ DE LAS CATEGORIAS HALLADAS EN EL FRESENTE ESTUDIO
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Adn podriamos distinguir una sexta categoria neuronal, “"Eo®, en
la que se incluirian aquel escaso numerc de células elipsoidales de tamafio
comprendido entre 340 pm? - 420 um*. Ciertamente, en este caso, debido al
exiguo porcentaje que representan (1,1% en la zona superior y 0,91% en la
zona media) podria ponerse algin reparo consistente en la posibilidad de
que esta categoria pueda ser en realidad una extrapolacién de la categoria
“E.". En cuanto a las demas categorias, las diferencias de tamafic y factor
de forma asi como sus preferencias de localizacién, determinan el que no
pueda existir duda de que nos encontramos ante auténticas diferencias

morfométricas y no de grado.

En las graficas IV-73 y IV-74 se recoge la reprecentacion de
los parcentajes finales reales, en funcién del factor de forma eliptica
(IV-=73) y en funcién de los tamafios (IV-74). En la figura IV-33 hemos
realizado una grafica de multiple entrada donde puede observarse el
porcentaje de participacién de cada categoria neuronal dentro del total de
la poblacién. Las micrografias numeros 1 a 14 (IMAGEN 1 a IMAGEN 14) son
una exposicién de las imagenes mas tipicas de las distintas categorias,
segun los detalles observables en las preparaciones de Golgl y Kluver-

Barrera.

Por altimo, nos queda el referir para estos porcentajes
obtenidos y en cada categoria celular, el numero final de celulas que
obtuvimos cuando se realizaron los estudios de recuentos y densidades
neuronales al comienzo de nuestro trabajo. A este respecto, una vez que se -
han corregido los valores encontrados de la sobreestimacién por razén del
efecto Holmes, y al aplicar a tales valores los porcentajes de participa-
cién, han resultado para cada categoria y en cada una de las zonas de
estudio, las cifras que recogen las tablas IV-41 y IV-42, las cuales son ya

la expresién final de todo nuestro analisis.
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ZONA SUPERIQR:
CATEGORIA TAXAHD (pn?) Ffe PORCENTAJE NO CELULAS

G 260 - 340 i 0,8 2,259 107 ¢ 78

Cz 180 - 260 } 0.8 2,668 1306 ¢ 93

£o 340 - 420 <07 1,104 541 1 36

3 260 ~ 340 0,7 8,084 3974 4 28)

Ez 180 - 260 <07 48,23 23722 4 1680

s 100 - 180 <07 5,264 25687 ¢ 163
ZONA MEDIA:

{AIEGQRIA TAMARD (pm*) - BORCENTAJE NG CELULAS
0 260 - 360 50,8 3,45% 3030 2 143
C2 180 - 260 30,8 2,454 2152 106
£o 340 - 420 0,7 0,914 799 1+ 39
Ex 260 - 340 <07 10,308 9045 + 445
£a 180 - 260 $0,7 47,334 41564 £ 2044
Es 100 - 180 <07 6,534 5735 1 262

ZONA INFERICR:
CAIEGORIA  [AMAND (w2)  E.fe.  EORCENIAJE 2 CELULAS

L 260 - 340 30,8 2,094 651 % 39
(2 180 - 260 b 0,8 9,454 2946 ¢ 175
Eo 340 - 420 0,7 0,006 -
Es 260 - 340 €0,7 2,60 810 ¢ 48
2 180 - 250 0,7 36,614 1412 ¢ 677
£ 100 - 160 0,7 24,51% 7640 + 453

TABLA IV-—-4)

SECTOR oxe:
€ 260 - 340 i 0,8 2,60% 4330 ¢ 193 2, MeD,
=z 180 ~ 260 b 0,8 4 85% 8078 ¢ 360 2, INF,
Eo 340 ~ 420 0,7 0,674 N6 ¢ 50 2, SUP,/ MED,
£y 260 - 340 0,7 £,9%9% 11642 ¢ 518 Z, SUP,/ MED,
£z 180 ~ 260 07 14 ,06% 73364 t 3267 2, SUP,/ mED,
s 100 ~ 180 <07 12,10% 20153 ¢ 897 2, INF,

TABLA IV-4Z



7.9. Descripcion de algunos caracteres morfoméiricos propios de las

categorias peurgnales descritas.

Hagamos ahora descripcién de los caracteres morfométricos
propios de cada una de las categorias encontradas. Los valores de dichos
caracteres quedan recogidos en las tablas IV-43 y 1V-44, en las que para
cada una de las categorias celulares se exponen los valores medios de los
tamafios reales de los perfiles neuronales asi como los correspondientes al
diametro maximo del nucléole (tabla I1V-43) y los tamafios reales de los
perfiles nucleares asi como el factor de forma eliptica del nicleo y la

relacién nacleo-citoplasma (tabla IV-44).

Con respecto a los valores obtenidos para el diametro maximo
de los nucléolos, valores deducidos desde 330 perfiles tomados para dicho
analisis, y en medidas conseguidas a partir de las tres direcciones de
corte consideradas, se han obtenido cifras que nos indican que los
nucléolos son, légicamente, menores para las neurcnas mas pequefias, aunque
las diferencias entre las neuronas de perfil mayor y las menores son Como
méximo de 0,24 um. Estas diferencias de tamafio nucleolar tan minimas mno
van a influir en las proporciones geométricas que se obtengan al realizar
las secciones y estudios de los perfiles derivados, por 1o que 1os calculos
y analisis seran los mismos para cualquier tamafio o categoria de perfil,
no influyendo en ellos, como decimos, esa pequefia diferencia encontrada en

el diadmetro nucleolar.

Otra cuestién sera el comprobar si desde el punto de vista de
caracter morfolégico las diferencias encontradas entre los nucléolos en las
categorias de 100 um=® - 180 unZ?, 180 pm* - 260 um® y 260 um= ~ 340 um*=,

dan diferencias significativas.

También se puede apreciar en este nuevo analisis que las
diferencias de los tamafios reales o &areas de los perfiles de los somas
neurcnales correspondientes al presente estudio, varian de una categoria a

otra en valores que oscilan entre 70 um= y 90 um=, lo cual indica, que el
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! !
$)EY valor de los intervalos de cada tlase viene consignado en pu®,

! ! i | i |
| CLASES TEORICAS (#) | 340 - 420 | 260 - 340 | 180 - 260 | 100 - 180 |
| I | ! i |
i { | { | |
i | 379,52 | 289,60 | 216,79 |  145.45 |
| ¥ TAMA®O PERFIL REAL | n i | |
i | » = 30,28 | ¢ = 20,02 | ¢ = 24,13 | ¢ = 21,58 |
l | o z | 1
| | | | | |
| | 2,70 | 2,74 | 2,63 | 2,50 |
| X Dmax DEL NUCLEOLO | i r ! |
! | ¢ =0,191 o¢=0,221 o =0,331 o =0,23 |
i | ; n
(

-TEST—
Valares de ta obtenidos al comparar los didmetros médximos de los nucléolos, en cada una de

las tlases de tamafio,

| z 1 | 1
| TAMA®OS t+ | 260 - 340 | 180 - 260 | 100 - 180

l | | 1 1
| i | ¥ ¥ |
| 260 - 340 | ————m—- l 2,803 | 6,347

! l | | |
| i * | x|
| 180 - 260 | 2,803 [ | 3,801

| | | z |
i 1 ¥ ¥ !
| 100 - 180 | 6,347 | 3,801 i —————— |
| 1 i |
+

El valor de los intervalos de cada (lase viens consignado en pa®,

TABLA 1V-43._ Valores medios de los perfiles neuronales asi camo de los
disdmetros maximos (Dmax) de los nucléolos, en cada una de las clases
tesricas analizadas. Test de comparacién de medias para los diametros
maximos de los nucléolos de cada clase. El numero total de perfiles
estudiados fue 330.
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Tabla IV-44 _ Valores medicos rgales de los pardmetros:
eliptica del ngclen y relacidn

nayronales descritas,

nbcien-citoplasma,

area del noclies,

para ge

rada una

; i } } |
! TAMAROS | i i i {
F.F.e.i i 340 - 420 | 260 - 340 1 180 - 260 1 100 ~ 180 |
I PARAMT. | | I i i
i ; | ! ! i
! | | i ! I
| i l 130,27 | 97,42 | 80,38 |
i AREA NUC. I | i ! '
! i o = 11,22 1 o = 10,50 1 ¢ = 9,41
| | } } i !
| | | | f !
] | ! 0,83 ! 0,80 } 0,80 )
20,8+ FR.F.e. NUC.I  —--——- i | ! I
i | : o = 0,04 | ¢ = 0(,07 | o = 0,07 :
! | ! |
| I | ! ] |
| { } 0,450 I 0,485 | 0,520
i Ku/Cit b | | | |
i ! | o« = 0,047 : ¢ = 0,051 1 o = 0,045 |
! | i i |
| i i i | {
{ } i 125,43 | 103,09 | 78,49 |
i AREA NUC. b e ] ] ] |
! ! I ¢ = 9,11 1 v = 9,80 | ¢ = 8,32 |
| | ! ] |
6,8 i { i I | |
! { i 0, 82 ! 0,82 i 0, &0 {
a | F.F.e. NUC.}  ——=—- | | | i
i | ¢ = 0,05 | ¢ =0,006 | ¢ =0,07 |
0,7 | ) | i i f
i | | | | |
{ t | 0,440 | 0,480 { 0,510 |
i Nu/Cit e | | i }
; ! o = 0,046 { o = 0,050 1 o = 0,047 |
i ! 1 I | i
| i | i | !
t | ! 127,47 ) 101,43 | 78,95 1
! AREA XNUC. T | i i |
i ! o = 10,62 | ¢ = 11,56 | o = 9,52 |
| | | i | |
0,7 i ] ! } { i
! ! i 0,8z ! ¢, 81 | 0,78 |
a I F.F.e. NUC.! ———— } | | |
| ! b o = 0,07 | o= 0,06 | o = 0,00 |
0,6 ! f ! ! ! !
f | { f ' !
| { j 0,450 { 0,480 | 0,510
I NusCit | = ! ] } f
i ! o = 0,042 | o = 0,043 | o« = 0,048 |
| ! ! | i |
I } ] ] | |
| ! 153,72 4 123,87 | 102,65 | 75,83
| AREA NUC. I f I { !
| o = 14,41 1 o = 14,91 | ¢ = 11,60 : r = 9,33
! { ! | i
} { | i i {
i | 0,91 | 0,84 J 0,80 I 0,74 |
0,06 | F.F.e. NUC.! | | | |
I t o = 06,07 | o = 0,08 1 ¢ = 4,06 1 ¢ = 0,08
i ! ! | | i
| | i | | |
I | 0,410 | 0,440 i 0,481 i 0,42
{ RusCit | i i ) |
| I o= 0,048 1V ¢ = 0,032 1 o = 0,035 1 ¢ = 0,038 |
! | | | i
el valor de ios limites de ¢

factor de forna
las categorias



valor de 80 upm® que habiamos determinado como intervalo de clase para
diferenciar los cuatro tamafios de categorias iniciales fue acertado. Ademas
hay otra coincidencia y es que cada uno de los valores reales pbtenidos
para cada categoria esta muy préximo al valor medio de cada clase teorica,
lo cual resulta también un argumento a favor del procedimiento seguido;
pues, podria haber ocurride, de no haberse planteado correctamente la
divisién de clases, que los valores medios hubieran aparecido mas proximos
a los limites de las clases que al valor del punto medioc de las mismas
(marca de clase), con lo gque los resultados finales se encontrarian
falseados (es de entender que en nuestra primera intencién al clasificar
las poblaciones hemos partido de un muestreo inicial con el que; como
siempre se recomienda en esterenlogia; se realizaron las primeras
observaciones que proporcionan una idea del material que se ha de procesar

despues).

En la tabla IV-44 recogemos para cada factor de forma Yy
categoria de tamafio neuronal, el area media obtenida para los nuocleos
neurcnales de un total de 2070 neurcnas analizadas y repartidas del
siguiente modo: 403 (F.F.e. 2 0,8); 644 (F.F.e. 0,8-0,7); 647 (F.F.e. 0,7-0,6)
y 356 (F.F.e. < 0,6); todos ellos suponen valores superiores a los que
exigian las férmulas de significacién de poblaciones. En el cuadro destaca
el hecho de que para cada factor de forma celular se obtengan, dentro de
cada categoria, muy parecides valores de la forma nuclear asi como de la
relacién nacleo-citoplasma (Nu/cit); asi por ejemplo, para el tamafio
260 um2 - 340 umZ, el factor de forma nuclear oscila entre 0,82 y 0,864 -
(tanto i la célula es redondeada como si es marcadamente elipsoidal).
Idéntica situacién, a pesar de tener un tamafio mas reducido, observamos en
la categoria 180 pm® - 260 um®. En cuanto a la categoria cuyo tamafio
oscila entre 100 um= - 180 um®, aun manteniéndose dentro de limites muy
parecidos a las otras dos, ofrece algo mas de variacién sobretodo para el
factor de forma eliptica del soma menor a 0,6. Estas situaciones, gque
comentaremos despues, representan caracteres morfométricos especificos
internos que avalan la distincién o condicién propia de cada uno de los

tamafios establecidos. En cuanto a la poblacién cuyo tamafio oscila entre
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340 um= - 420 pmZ, de la cual han aparecidc muy pocos elementos, ofrece
como particularidad el gque sus nicleos son bastante esfericos o de perfil
redondeado y proporcionalmente de menor tamala que los de las otras
clases, ya que en este caso la relacién nucleo-citcplasma tiene un valor de
0,41, lo cual indica que el desarrollc somatico no ha sido paralelamente

seguldo por el de su nicleo celular correspondiente.




ICONOGRAFIA REPRESENTATIVA DE LAS CATEGORIAS OBTENIDAS EN LOS
PREPARADOS HISTOLOGICOS TRAS SU CLASIFICACION REAL.



IMAGEN 1

Seccién horizontal a nivel de la zona media del sector oxe del
NGLd del conejo (Kliuver-Barrera). Aspecto panoramico de diversos tamafios

neurcnales de tendencia preferentemente eliptica. Aumentos x 350.

IMAGEN =2

Neuronas de la zona superior del sector oe del NGLd del conejo.
Seccion horizontal. La flecha indica una gran neurcna de la categoria Eo
(360 um2). Con asterisco se seflalan perfiles circulares, posiblemente

derivados &luver—-Barrerz). Aumentos x 750.

IMAGEN 3=
Neuronas categoria E. (260 um® - 200 pm®). Seccién horizontal a
nivel de la zona media del sector oxe del NGLd del conejo (Kluver-Barrera).

Aumentos x 750.
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IMAGEN 4

Neuronas de la zona superior del sector e del NGLA del conejo
(Kiuver-Barrera). Las flechas seflalan neuronas de 1a categoria E=z

(200 upm=)., Aumentos x 750,

IMAGEN &5
Seccidén horizontal a nivel de la zona inferior del sector e
del NKGLd del conejo (Kluver-Barrera). DNeuronas de la categoria Es

(142 um=). Aumentos x 750.



IMAGEN 4

IMAGEN 5



IMAGENES & Y 7
Neuronas de la zona media del sector e del RGLd del conejo

(Kluver-Barrera’). Tamatios diversos de perfiles redondeados pertenecientes

a

secciones posiblemente derivadas de tamafios superiores (flechas) y otras

de aspecto esferoidal prapio (asterisco). Aumentos x 750 x 800.
praj .



IMAGEN 7



IMAGEN &

Aspecto panoramico de neuronas impregnadas con el método de
Golgi (Golgi-Adams), en una seccién horizontal a nivel de la zona media

del sector e del KGLd del conejo. Aumentos x 250.

IMAGEN 9

Neurona elipsoidal. Categoria Ea. Seccién horizontal a nivel de
la zona superior del sector e del NGLd del conejo. Técnica de Golgi
{(Golgi~Adams) ofreciendo tamafios relativamente menores que los anteriores.

Aunmentos x 500.



IMAGEN ¢



IMAGEN 10

Neurona elipsoidal. Categoria Ez (Golgi-Adams). Aumentos x 500.

IMAGEN 11

Neurona elipsoidal de la categoria Es. Seccion horizontal a nivel
de la zona inferior del sector e del NGLd del conejo (Golgi-Adams).

Aumentos x 500.



IMAGEN 10

IMAGEN 11



IMAGENES 12 Y 13

NKeuronas de tamafio diverso y perfil de tendencia redondeada

(Golgi-Adans). Aumentos x 500.

IMAGEN 14

Imagen mostrando dos neuronas, una eliptica y otra multipolar
{(tendencia esferoidal). En ambos casos las flechas indican el lugar de
energencia del axon. Obsérvese la diferencia en ambos tipos de células

(Golgi-Adams). Aumentos x 6500.



- ZMODI=

-~ ZMODI~
[




V. COMENTARIO



1. ASPECTOS TECNICOS.

Para el desarrolioc de los estudios realizados en el NGLd del
conejo (Oryctolagus cuniculus), siempre se han seguido unos procederes

técnicos en consonancia con los fines propuestos.

En este sentido y en primer lugar, resulté muy conveniente el
poner a punto una técnica de perfusién que, a nuestro entender, es menos
traumatica que la tecnica habitual via aorta, y por supuesto mucho méas
efectiva que la simple inyeccién de fijador via arterial. En efecto, la
técnica de perfusion via carotidea directa permite mantener al animal vivo,
bajo anestesia general, sin necesidad de respiracién asistida practicamente
hasta la entrada del fijador en el cerebro, hecho este muy conveniente si
tenemos en cuenta la sensibilidad del tejido nervioso a los estados de
anoxia. Ademés hay que tener en cuenta que mediante la perfusién via aorta
solo de un 5% a un 10% del fijador utilizado llega al tejido cerebral, sin
embargo en el caso de la técnica de perfusién via carotidea practicamente

todo el fijador empleado llega al cerebro.
J P 2

Con respecto a los estudios cuantitativos, el emplec selectivo
del método de Kliuver-Barrera (Kliver-Barrera, 1953), ya descrito, se debe
precisamente a que 1o hemos considerado de los mas apropiados para dichos
estudios. Esta técnica, que utiliza el Luxol Fast Blue; que es una ftalo-
cianina de cobre que presenta una estructura quimica en cadena cerrada,
complicada y comparable con la de la hematina y la de la clorofila;
permite tefiir en la misma pfeparacién noc sbélo las vainas de mielina, sino
también, por tincién combinada con violeta de cresil (técnica de Nissl),
las células nerviosas y sus nacleos. En efecto, las sustancias lipoides de
la vaina de mielina se tifien por la difusion progresiva del colorante, el
Luxol Fast Blue , desde la solucién alcohelica en el interior de las vainas.
La coloracion se puede ejecutar no s6lo en corte por congelacion, sino
también, tal y como en nuestro caso, &n materizl incluido en parafina, va
que los lipoides de las vainas de mielina aperas si son disueltos por el

zlcohol. En cuanto &l violeta de cresil, dicho colorante pone de manifiesto
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los nacleos de las celulas nerviosas, en los que destaca intensamente la
imagen nucleolar, asi como la “"sustancia tigroide" de las neuronas. Estas
estructuras se tifien de un modo parecido, debido a que su composicién en
&dcidos ribonucleicos es semejante. El colorante basico (violeta de cresil)
se deposita en los radicales acidos de los &cidos nucléicos debido a

fuerzas electropolares.

E]l resultado final de la técnica de Kliver-Barrera es: fibras
nerviosas de color azulado-verdoso, grumos de Nissl y nucléolos en azul
oscuro; los nicleos de las células gliales se nos ofrecen en diversos tonos

azules, destacando en ellos pequefios grumas irregulares de heterocromatina.

En resumen, mediante la técnica de Kliver-Barrera, hemos podido
obtener preparaciones histolégicas en las que se puede observar el NGLd
perfectamente delimitado, lo cual nos facilita las posteriores descripcio-
nes topograficas e histolégicas. De esta forma, hemos conseguido la
reconstruccién del NGLd, las determinaciones voluméiricas precisas e
imagenes tisulares claras que nos han permitido efectuar los recuentos y
obtener los parametros utilizados en el analisis citomorfométrico de los

elementos neuronales.

Un aspecto técnico importante a temer en cuenta ha sido el
groscr del corte empleado. La tendencia, en estudios cuantitativos, es a
reaiizar cortes lo mas gruesos posible, ya que de esta forma se seccionara
una proporcién minima de las estructuras que se toman como unidad de
recuento {(en nuestro caso el nucléolo), con lo que disminuyen los errores
que puedan ser cometidos. Ademas, a la hora de las determinaciones
citomorfométricas, cuanto mayor sea el grosor del corte mayor sera el
numero de neurgnas no seccionadas que encontraremos y que, por tanto,
ofreceran su maximo perfil sobre el plano de corte. Sin embargo, en los
cortes demasiado gruesos los recuentos se ven dificultades por la
superposicién de diversas imagenes celulares, y los perfiles a nivel del
nucléolo, gue realmente son los que hemos considerado en nuestro estudio,

resultan desvirtuados dado que en realidad y en la mayoria de los casos,
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como hemos menciondo més arriba, lo que realmente estaremos considerando
seréd la proyeccién del perfil méximo de cada celula en el planc de corte.
Todas estas consideraciones nos han llevado a estimar como grosor ideal
para nuestro material el de 15 pm. Coincide éste con el utilizado por la
mayoria de los investigadores que se han ocupado de la realizacién de
recuentos en el tejido cerebral, que oscila, casi siempre, entre 10 y 20 um.
No obstante, se han llegado a emplear grosores de corte superiores, asi
Haug (1982), al menos para el cértex cerebral, recomienda cortes de 30 a

40 pm y autores como Chow (1951), han llegadoc a utilizar grosores de

hasta 50 pm.

Por lo que respecta a la eleccién, como unidad de recuento, de
los nucléolos, ha sido ampliamente defendida por numerosos autores entre
los que destacan Kénigsmark (1970) y Haug (1967a, 1970,1972). Esta estruc-
tura debido a su pequefio tamafio, presenta menor probabilidades que otros
elementos neuronales de ser seccicnada, y cuando lo es, debido al grosor
del corte (15 um), apareceréd como maximo en dos seccicones histolégicas

diferentes, evitando de este modo posibles errores en el recuento.

No obstante, a pesar de las consideraciones anteriores, hemos
de decir que el efecto Holmes (Holmes, 1927) es siempre significativo, es
decir, que normalmente se produce una sobreestimacion del numero real de
células debido al efecto del grosor finito de la seccién. Por ello, con
vistas & una evaluacién mas precisa del numero de particulas hemos
emplezdo una férmula de correccién en nuestros recuentos. Dicha férmula ha
sido la de Floderus (1944), en base a que, segun estudios realizados por
Calvente (1985), resulta ser la mas fiable de entre las gque se utilizan

corrientemente en este tipo de estudios.

Desde el puntc de vista técnico, un factor muy interesante a
tener en cuenta en todo tipo de estudics de naturaleza cuantitativa es el
de le retraccién. Todo material que se someta a una serie de procederes

tacnicos va a sufrir una disminucién en el volumen de sus estructuras, que
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debera tenerse en cuenta para ajustar los datos obtenidos sobre el tejido

retraido, a los valores reales de las estructuras medidas.

Lla retraccién sera distinta segun €l animal utilizado y segun el
tejido empleado aunque los diferentes tejidos hayan sido sometidos a los
mismos procesos de fijacién, inclusién y tincién; ademas un mismo material
sufrira diferente retraccién segun el tipo de teécnica que con ¢l se emplee.
Asi, los diferentes autores, de entre los pocos que han calculado la
retraccién ocasionada en sus correspondientes materiales de estudio,
ofrecen cifras muy variables. Pakkenberg (1966), trabajando sobre el
cerebro humano incluido en parafina y sometido a la técnica de tincien con
galocianina, indica una retraccién en volumen del 74%; Haug (1970, 1972) da
retracciones en volumen de un 50%, para tejido cerebral fijado en formol e
incluido en parafina; Navascues (1976) calcula un valor de retraccién en
volumen del 32,5%, para tejido cerebral de gato incluido en parafina y
tefiido con tionina; Ostos (1980), para tejido cerebral de ratén incluido en
parafina y sometido & la técnica de tincién con verde metilo-pironina,

obtiene un valor de retraccién en volumen de un 40%.

En nuestro trabajo, para tejido cerebral de conejo sometido a
los procederes técnicos empleados (técnica de Kliver-Barrera), hemos
obtenido un valor de retraccién en volumen de un 36,57%, determinado

mediante el método propuesto por Navascués y cols. (1979).

Esta retraccién, légicamente debe influir de manera éscasa a la
hora de dar valores relativos, siempre y cuando se hayan puesto los
maximos cuidados para que los materiales objeto de estudio, al ser
sometidos a procesos iguales, ofrezcan en todo caso iguales modificaciones
0 equivalentes. De este modo, aunque ocurran cambios, estos no influiran,
como ya hemos dicho, en las conclusiones comparativas y si acaso en los
valores absolutos o al establecer comparaciones con los resultados dados

por otros autores.

-387-



En cuanto a la utilizacién de la técnica de Golgi, diremos que
nos servimos de ella para confirmar la existencia de un principio de
ordenacién espacial de las células del NGLd del conejo. En este sentido el
proceder de Golgi-Adams (Adams, 1979 resulté ser el mas fiable y
constante de las distintas variantes del método de Golgi gue se ensayaron
en un principio. Esta variante estd inspirada en otra desarrollada por Del
Rio-Hortega (1928) para la demostracién de la oligodendroglia, pero que en
este caso impregna de modo inmejorable neuronas, asi como fibras de muy
diverso calibre. Por otra parte, ademas de su seguridad, este metodo
resulta ser rapido y econémico, lo cual ha contribuildo a que lo utiliza-
semos como método de eleccién en las comprobaciones de la organizacion

estructural del NGLd del conejo.

For ultimo, un aspecto técnico que resulta interesante destacar,
es el haber realizado cortes, para analizar la estructura del NGLd, en tres
direcciones del espacio diferentes: horizontal, frontal y sagital. Lla
orientacién espacial que presentan las células no sélo en el NGLd, tal y
como nosotros hemos observado, sino en otras muchas zonas del Sistema
Nervioso Central, hace imprescindible, para cualquier consideracién acerca
del tamafic o la forma de dichos elementos, realizar estudios en varios
planos de seccién diferentes comparando a continuacién los resultados
obtenidos, ya que, en caso contrario, tal y como demuestran Droogleever y
Fortuyn (1964), podemos caer en el error de establecer distinciones
morfolégicas, en cuanto a esos parametros se refiere, en regiones donde en
realidad dichas distinciones no existen o bien a la inversa, podemos.
considerar que elementos morfométricamente diferentes son idénticos debido
a que por su orientacién presentan perfiles similares a un determinadc

plano de corte.

Esta ultima consideracion es a menudo obviada por la mayoria
de los investigadores que, para sus estudios, utilizan un unico tipo de
secciones, preferentemente frontales u horizontales. En este sentido,

nosotros pensamos que cualquier estudio de tipo estereplogico fiable no
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puede prescindir de al menos tres o incluso cuatro orientacicnes de corte

diferentes, segin 1o exija el angulo de inclinacien de los elementos.
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Cualquier estudioc de naturaleza estereolégica requiere, en primer
lugar, obtener una clara imagen cualitativa de la zona que vamos a valorar
(Haug, 1972), en nuestro caso el NGLd. Por consiguiente, antes de efectuar
las valoraciones cuantitativas, hemos procedido a un detallado estudio de
los caracteres morfolégicos del NGLd del conejo. Dicho anélisis morfologico
nos permitié localizar y delimitar con exactitud el NGLd, asi como los

sectores que 1o constituyen.

El complejo nuclear del NGL del conejo (Oryctolagus cuniculus)
es un nucleo par, situado a ambos lados del talamo dorsal que se observa
constituido por un conjuntc de células nerviosas agrupadas en dos nucleas
claramente diferenciados v denominados por su situacién NGL dorsal (NGLd)

y NGL ventral (NGLv).

Con respecto al NGLd, objeto de nuestros estudios, la ordenacién
de los elementos celulares que lo integran muestra una situacién que
podriamos considerar intermedia entre la de mamiferos infericres, en los
que el NGLd tiene una apariencia homogénea, y la tipica diferenciacion en
laminas que como es sabido tiene lugar en mamiferos como el gato
(Guillery, 1970), el hombre (Chacko, 1848, 1049; Kahle y cols., 1977, y
otros primates (Giolli y Tigges, 1970; Hassler, 1966) de posicicn mas
elevada en la escala zoolégica. En efecto, Holcombe y Guillery (19845
destacan, Salvando_ las evidentes diferencias, que los sectores e, 1 ¥
3 del NGLd del conejo, tienen sus equivalencias en el NGLd del gato,

mamifero este 0ltimo donde resulta bien patente la laminacién del nucleo.

En resumen, 1o realmente importante, desde el punto de vista
morfolégico, es el constatar la existencia de tres sectores claramente
distinguibles en el NGLd del «conejo, el Sector cx-Externo (xe),
Sector ox-Interno {oxr) y Sector J3, lo cual coincide con las observaciones

realizadas por Holcombe y Guillery (1984) y con las de Rose y Malis
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(1965), aungue estos ultimos autores s6lo consideran los sectores o y 3,

siendo aquel la suma de 105 sectores (Xe y <X1.

Al margen de estas consideraciones, perc como aspectos dignos
de tener en cuenta, cabe decir que desde el punto de vista funcional la
bibliografia indica que tanto el sector oxe como el <1 son dos zonas de
proyeccién contralateral entre las cuales y hacia la regién posteromedial
se localiza una zona de aspecto generalmente cuneiforme y de proyeccion
ipsilateral, que no puede distinguirse morfolégicamente y sélo se pone de
manifiesto cuando se utilizan tecnicas de degeneracién y marcaje. También
se ha observado mediante marcaje anterégrado con peroxidasa de rabano, que
la zona ventrolateral del sector o< tiene una densidad de terminales
contralaterales marcados, més baja que la que presenta el resto del sector
«, lo cual induce & pensar que esta zona al igual que la de proyeccion
ipsilateral entre los sectores «e y oxi, es de algin modo diferente al

resto del sector ox.

Una vez reconocida la estructura y organizacicn interna del NGLd
del conejo; sobre la que no vamos a abundar mas ya que ha sido suficiente-
mente tratada en el apartado correspondiente, dentro del capitulo de
Observaciones y Resultados; estédbamos en condiciones de proceder a los
estudios estereolégicos, comenzando el trabajo por la determinacién de
parametros generales tales como el volumen total del nGcleo asi como de
los diferentes sectores y zonas de estudio consideradas y cantidad de

neuronas contenidas en cada una de ellas.

Por ultimo, si nos interesa una vez méas, recalcar la existencia
de un principic de ordenacién espacial de las células del NGLd, detectado
con el método de Kliver-Barrera y confirmado con el de Gelgi-Adams, por
cuanto gque nuestros estudios estereclégicos posteriores se  encuentran

pasicamente relacionados con esta circunstancia.
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3. RECONSTRUCCION GRAFICA ¥ DELIMITACION DE LAS ZONAS DE ESTUDIC.

Nuestras reconstrucciones graficas tridimensionales del NGLd del
conejo a partir de secciones seriadas, nos han servido para precisar la
forma especifica de dicho complejo nuclear del télamo dorsal, asi como para
determinar la posicién y el tamafio relativos del NGLd con respecto al
NGLv. Al mismo tiempo hemos conseguido, indirectamente, profundizar en la
morfologia del NGLd en cuanto a sus regiones constitutivas se refiere,
fundamentalmente por lo que respecta a la exacta localizacién del

sector 3.

Es interesante resefiar que de las tres direcciones de corte
utilizadas en nuestros estudios, las direcciones horizontal y sagital son
las que proporcionan reconstrucciones graficas mas fidedignas (precisa-
mente las reconstrucciones gque se muestran en el apartado correspondiente
del capitulo de Observaciones y Resultados se han obtenido a partir de
secciones horizontales). Esto se debe a que en dichas secciones
horizontales y sagitales, el sector 3 y los limites mediales del sector
resultan mas claramente distinguibles que en las frontales, en las que el
sector f3 resulta dificil de visualizar con precisién dada su orientacién
contraria. Por otra parte, es sabido, que el analizador de imagenes permite
una vez hecha la reconstruccién obtener por rotacién otros angulos de

visién.

En cuanto a la posicién relativa de los nacleos KGLd y XGLv, se
observa que el NGLv se encuentra en situacién anterior con respecto al
¥GLd, ademas ambos nuacleos estan imbricados en aproximadamente un tercio
de su extensién dorso-ventral. FPor ello, son las imégenes histolégicas
ofrecidas por los cortes frontales, las que mejor reflejan esta situacion.
Con respecto al volumen de cada uno de los nucleos del complejo nuclear
del NGL, =i bien s61l0 hemos realizado determinaciones precisas para el
caso del! NGLd, en la reconstruccisn puede apreciarse cémo dicho nucleo

(NGLd) resulta ser mas voluminoso que el NGLv.
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La forma del NGLd a traves de nuestras reconstrucciones
coincide en lineas generales con las apreciaciones que sobre este aspecto
ce encuentran en la literatura y asi, el NGLA del coneio, es similar a una
pera invertida y con su tercio inferior curvado y dirigido hacia la regién
anteromedial (Loepp, 1911; Chaudhury y Whitteridge, 1965). Desde este punto
de vista, nuestras reconstrucciones aportan dos aspectos que si creemos
que resultan de interes: en primer lugar, puede observarse que la
localizacién del sector f3 del NGLd se ubica hacia la regién anteromedial
del sector cx, y en segundo lugar se puede apreciar como este Gltimo,
adem4s envuelve a aquél. Esta segunda consideracion también pudo
sospecharse de la observacién de las imégenes histolégicas ofrecidas por

los cortes sagitales y horizontales.

Por Gltimo, comentar el gque cuando se realizan determinaciones
cuantitativas en estructuras voluminosas, es conveniente subdividirlas en
varias zonas de estudio de menor tamafio, en cada una de las cuales se
efectuaran, por separado, dichas determinaciones cuantitativas. De este
modo podremos eliminar los vacios o la isotropia que en determinados
lugares producen las fibras asi como conocer oi en las diferentes regiones
de la estructura estudiada las medidas se mantienen constantes, o si por

e] contrario existe algun grado de heterogeneidad dentro de la misma. En

D

~ste sentido, en nuestro caso, tanto la reconstruccién tridimensional como
ios estudios morfolégicos prevics del NGLA han sido determinantes de la
particular divisién en zonas de estudio que hemos realizado dentro deil
citado nucleo. En efecto, por una parte el hecho de que los sectores xXe y.
c¢: discurran en direccién dorsoventral y por otra la forma de pera
invertida o de maza que presenta el nocleo, nos decidieron a utilizar como
criterio para la delimitacién de zonas de estudio, el de dividir el naclec
en tres partes iguales mediante dos planos perpendiculares al eje dorso-
ventral del nocleg, dintinguiéndose asi las zonas superior, media e
inferior, tanto para el sector oxe como para el sector oi; el sector B se

considers de forma global debido a sus reducidas dimensiones.




4, ESTIMACIONES DE VOLUMEN,

Los valores de volumen de los sectores oxe, o1 y J3 del KGLd
del conejo, no se han podido contrastar con los de otros autores, ya que
no se encuentran en la literatura resultados de esta naturaleza. Solamente
Rose y Malis (1965), asi como Holcombe y Guillery (1984) establecen en
base a apreciaciones meramente morfolégicas que el sector oxe es mayor
que el sector oxi, siendo el sector 3 el de menores dimensiones. Nosotros
hemos confirmado con exactitud las impresiones de estos autores, por
cuanto que hemos determinado que el sector < OcCupa un volumen cuyo
porcentaje oscila entre el 89,53% y el 91,87% del total del NGLd,
correspondiendo el resto del mismo al sector 3. Asimismo, el sector e
es mayoritario, ocupando un volumen que oscila entre el 56,89% y el 61,81%

del total del sector o< (ver figura IV-22).

En cuanto a los volamenes de las zonas superior, media e
inferior de los sectores oxe y ox1, lo mas interesante es destacar,
considerando el total de los geniculados estudiados (diez), que la
variacién del porcentaje para cada una de ellas es baja, oscilando entre el
2,1% y el 5,5%. Si tenemos en cuenta que para estos cédlculos hemos
utilizado nucleos cortados segun tres direcciones de corte <(horizontal,
frontal y sagital), podemos admitir que el método utilizado para la
delimitacién de zonas de estudio a partir de los dibujos confeccionados a
tal efecto, resulta bastante fiable. Por lo demas, estas medidas tienen el
valor de proporcionarnos, una vez efectuados los recuentos, el nimero total-
de neuronas en cada zona de estudio. Si queremos repetir, el que la
divisién en zonas superior, media e inferior se hizo de modo practiceo y
sin pretender, al menos inicialmente, afirmar diferencias especificas

morfolégicas.

-394~



5. NUMERC DE NEURONAS Y DENSIDAD NEURONAL.

Para el calculo del numero de neuronas y mas concretamente, de
la densidad neuronal, presentada por los diferentes sectores (e, X1 ¥
3) y zonas (superior, media e inferior) de los nicleos genic.ulados
considerados, llevamos a cabo una serie de recuentos neuronales (a traves
del nucléolo), para lo que fue necesario elegir una unidad o paralelepipedo
de recuento, cuyas dimensiones determinamos cuidadosamente con el fin de
obtener un numero de éstos lo suficientemente amplio en cada uno de los
casos estudiados, com0 para permitirnos la eleccién de una mnuestra de
tamafio aceptable, segin lo indicado en el tratamiento estadistico de Azorin
Posch (1972). A partir de los recuentos se calculé el numero total de

neuronas en cada una de las zonas de estudio.

Ya al realizar las muestras piloto, observamos que el numero de
paralelepipedos que debian escogerse para componerlas era similar en todas
las zonas excepto en el caso del sector /3, en el gque dicho numero habia
de ser considerablemente mayor. Este hecho es debido a la baja densidad de
neuronas por paralelepipedo que aparecen en el sector J3, puesto que en la
férmula utilizada para determinar el tamafio de la muestra, cuanto menor es
el nomero de neuronas contenido en cada paralelepipedo mayor habra de ser
el nomero de ellos que han de componer una muestra que sea significativa
del total de la poblacién. Normalmente, ern estos casos, se procede a
determinar una nueva unidad de recuento o paralelepipedo unidad; sin
embargo, dado que esta circunstancia sefialada sélo afecté al sector 3.
preferimos utilizar un mismo paralelepipedo unidad para todas las zonas
sin excepcién aun a sabiendas de que el namero de recuentos a realizar
seria mayor en el sector f3. Por otra parte, el hecho de que en dicho
sector el numero de neurcnas sea considerablemente menor que en el resto
del nucleo no debe sorprendernos si tenemos en cuenta que a traves de
dicho sector las fibras de la proyeccién geniculoestriada se abren paso en

su camino hacia la corteza (Rose y Malis, 1065; Schober y cols., 1985).
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En otro orden de cosas, refiriéndonos concretamente a 1os
valores de densidad obtenidos para los distintos sectores del NGLA del
coneja, diremaos que también se encuentran en la literatura escasos datos al
respecto, los cuales ademas no pasan de ser simples apreciaciones de
caracter general. Asi, Werner y Wilke (1985) apuntan que, aungue el sectar
o de los roedores y de otros mamiferos (entre los gque se encuentra el
conejo) presenta una apariencia homogénea, cuando se aplican metodos
estadisticos es posible distinguir varias zonas de densidad celular
diferente. Nosotros hemos encontrado que existe una apreciable diferencia
de densidad entre el sector e (25,203 + 0,599 cels/10® um®) y el sector
o1 (15,200 % 0,738 cels/10® pm®). En cuanto al sector [3, como ya hemos
apuntado, su densidad es la mas baja del NGLd (7,614 =* 0,436 cels/10%
um=). Como causa de esta diferencia de densidad parece razonable proponer
que al reducirse el volumen del nicleo en esta zona, la cantidad de fibras
que han de atravesarlo y que provienen del sector e en su camino hacia
la corteza, hacen que disminuya el espacio disponible para los somas

neuronales con el consiguiente descenso de la densidad neuronal.

Como ya hemos comentado, cuando se realizan determinaciones
cuantitativas en una estructura voluminosa, resulta conveniente su
subdivisién con el objeto de determinar si existe o no algun grado de
heterogeneidad dentro de la misma. En el caso del NGLd y efectuada la
comparacién de los valores de densidad neuronal obtenidos en las
diferentes zonas (supericr, media e inferior) de los sectores e Y X1,
pudimos comprobar que mientras que el sector ox: resulta ser homogéneo; ya
que los test de comparacién de medias no fueron significativos en ningan
caso; en el sector «e la zona inferior presenta unos valores de densidad
neuronal que si son significativamente méas bajos que los de‘ la .zona
superior y media. For consiguiente, bajo el punto de vista de nuestros
estudics de densidad neuronal, podemos afirmar gue dentro del sector Xe
se pueden diferenciar dos zonas: una que estaria constitulda por las zonas
que nosotros hemos denominado superior (25,926 * 0,655 cels/10% pm®) vy

media (25,982 % 0,512 cels/10° um®), y otra que afectaria al tercic
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inferior de este sector v en la que los valores de demsidad neuronal son

nmas bajos (23,402 * 0,845 cels/10 um™).

Estas diferencias de densidad neuronal no son las unicas gque
distinguen &l tercio inferior del sector e, pues 1os parametros
utilizados en el analisis citomorfométrico realizado en este sector,
revelan, como veremos posteriormente, que existen razones suficientes para

considerar que la zona inferior de dicho sector es distinta del resto.

En base a estos datos comentados y dado que el estudio
morfométrico que proyectamos en principio iba a ser clertamente laborioso,
es por lo que, una vez hechos estos analisis, decidimos tomar el sector
e para el desarrollo del sistema de analisis que constituye el 50%
fundamental del trabajo de esta tesis doctoral. Por otra parte, la
variabilidad del sector oxe junto a sus dimensiones, lo hacian més
interesante que los sectores o: y J3 cuyo analisis, una vez que se
establecieran las conclusiones metodolégicas, vendria a Ser un proceso méas

bien rutinario.
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6. ANALISIS DE POBLACIONES O CATEGORIAS DE PERFILES REALES: CARACTERES
MORFONETRICOS PROFIOS.

El sistema empleado ha proporcicnado clertamente datos
considerablemente fiables. 5i no se hubieran hecho los anélisis teéricos
que nos permitieron abtener las orientaciones de las particulas f(células) y
el estudio que permite obtener los posibles perfiles derivados de la
seccién contraria a los éangulos dados, no se podria haber hecha 1la
“limpieza" necesaria para conocer los porcentajes reales de cada categoria
ni tampoco la afirmacién de la existencia de las mismas, y por supuesto no
habriamos podido detectar con claridad su preferencia de lugar que tan
importante resulta al entender que las categorias morfométricas pueden

tener un sentido funcional.

Las tablas de "“valores iniciales" indican o contienen unos
porcentajes que al no ser los reales tan sélo pueden entenderse COmO una
expresién aproximada de lo que contienen; a veces dicha expresién resulta
incluso falsa, como podemos comprobar cuando se observa gue, por ejemplo,
en la tabla final (de valores corregidos) con respecto a la categoria
100 pm® - 186 um*, fundamentalmente en las zonas superior y media, apenas
si han quedado perfiles (células), lo que nos lleva a entender el que,
practicamente, todo ese conjunto existente en el cuadro de “valores
iniciales* son en realidad perfiles derivados desde las poblaciones
superiores. En relacién con esta observacién queremos indicar ademas, que
una muestra de gque nuestros argumentos a favor de haber clasificado los.
perfiles de 80 um® en 80 pm® son acertados, es el hecho de gque no hemos
encontrado practicamente perfiles de una poblacién que hayan producido
contaminaciones en una categoria situada dos tamafios por debajo de la que
estudiamos; eosta situacién viene también determinada por el tipo de
sistema teédrico desarrollado para la obtencién de perfiles derivados,
puesto que al emplear unicamente perfiles conteniendo nucléolo y basar
sobre tal situacion la consecucién de perfiles de mayor tamafio, se ha

eliminado el conjunto de perfiles menores contaminantes que son los que,



desde el punto de vista teérico, ofrecen mavores dificuitades de analisis

{(Saltikov, 1946; Cruz-Orive, 1976D).

Es interesante comentar y aclarar que en la “limpieza de
valores", una vez que desde los "cuadros de anotaciones" se han determinado
los porcentajes y factores de forma que se han de restar, puede surgir la
pregunta concreta sobre cuales son los lugares definidos (angulos de la
propia poblacién o de la derivada inferior) en donde tenemos que eliminar
esos perfiles. Ciertamente y de modo directo nosotros desconocemos, por
medicién, los angulos en que esos perfiles se encuentran, pues el angulo
reflejado en los “cuadros de anotaciones" indica el valor de area y factor
de forma correspondiente, pero no dicen nada sobre la situacién en la
direccién contraria, que es la que se cortara. Sin embargo, la situacién
queda aclarada porque, a partir de una poblacién o categoria y contando
con que vamos limpiando desde las categorias de mayores tamafios hacia las
inferiores, como en la poblacién en donde buscamos las derivadas .({(que
restaran en su inmediata inferior) tendremos para esa direccién de corte
los perfiles mayores y solamente los mayores, esas celulas estan a angulo
0° <x = 0° si el corte es horizontal, B = 0° si es frontal y ¥" = 0° si
sagital); luego, en los cortes contrarios las derivadas se encontraran a
¢°. BEn la practica y por razones de gue el corte nunca puede ser dado de
modo perfecto con el microtomo, podemos admitir que estos perfiles pueden
encontrarse no sélo a 0° sino entre 0° y 20° o a lo sumo 30°. De ser est
cierto, cuando anotemos y observemos los porcentajes (numero) de perfiles
y sus angulos ("cuadros de anctaciones"), tendremos que obtener mayor
abundancia de perfiles en los éangulos de valores comprendidos entre 0"y
30° asi{ como entre 180° y 150°. Tal situacién es precisamente la que
encontramos y se repite en las diversas tablas, comprobandose con ello
otra razén a favor de la correccién en las consideraciones y deducciones

que hemos efectuado con nuestro cistema operativo.

Otra cuestién interesante para comentar es la de que cada “valcr

real", anotado en las tablas finales (en las que se consignan los valores

i

corregidos de las distintas categorias para cada una de las zonas de



estudic), se ha calculadc de modo independiente, incluso con comprobacién
por mas de una persona y €in atender lo mas minimo a los valores de los
tamafios y factores de forma contiguos. Pues bien, si todos los calculos
ralizados y el proceso seguido han sido correctos, la suma de los "valores
reales" correspondientes a todas las categorias para una zona de estudio
determinada y a partir de los datos en las tres direcciones, debera ser
100%. Nosotros mismos quedamos algo sorprendidos, al comprobar que en
efecto, en cada zona de estudio, la suma de los porcentajes correspon-
dientes a cada categoria de perfiles ("valores reales") era muy proxima a
100% (99,91% en la zona superior; 100,33% en la zona media y 99,95% en la
zona inferior). Los porcentajes, por razén de la complejidad del método,
podrian haber dado valores relativos que sumados no se aproximaran a 100%
bien por defecto o bilen por exceso; en este caso, como las cantidades
reflejan la proporcién interdependiente entre los valores, hubieramos
tenido que ajustar el valor de cada una de ellas para referirlo al 100%.
Esta situacién no hubiera sido ni incorrecta ni extrafia, es mas, era lo que
en prihcipio esperédbamos, pero 1los valores obtenidos han sumado
practicamente el 100%, con 1o que de nuevo tenemos aqui una indicacién de

la correccién del sistema propuesto.

En cuanto a la realidad de las diversas categorias morfométricas
obtenidas, hemos de comentar los siguientes aspectos. Una categoria morfo-
métrica viene caracterizada, como ya apunté Underwood (1983)>, fundamental-
mente por su tamafio y por su forma (o factor de forma), aunque evidente-
mente su localizacién en el espacio contenedor tambien es de gran
importancia. Las particulas componentes de una estructura cobran especial
significade cuando aparecen preferentemente ubicadas en determinados
lugares, maxime cuando las estructuras contenedoras son materiales
biolégicos. Todas estas circunstancias son las que hemos encontrado y
descrito en el material objeto de nuestro estudio y tienen para nosotros
un valor determinante superior al dato numérico aislado. Con todo, cabria
todavia preguntarse si se puede considerar diferente a una poblacién de
tamafio 100 agmZ - 180 um® de otra cuyo tamafio sea 180 pm2 - 260 um=;

0
antes de comentar esta cuestion recapacitemos sabre el hecho, ya reflejado
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en nuestra forma de redactar, de que se prefiere hablar de “categoria
morfométrica" que de “"poblacion celular", porgue esta Gltima denominacién
denota cierta connotacién funcional y en el presente trabajo no hay porque
entrar en tal discusidén con caracter determinante. Precisamente, lo que no
pretendemos es intentar tratar el tema con consideraciones que escapan a
los limites de esta tesis, en todo caso la cuestién seria la contraria, es
decir, dado que se han detectado una serie de "categorias morfométricas"
diferentes, bisquese ahora la posibilidad o no de diversidad de funciones.
En este centido la estereologia y la morfometria lo que han hecho es
iniciar un camino que habra que continuar desde otros ambitos de investi-

gacién y no al contrario.

Resulta incuestionable que en los estudios que hasta el presente
se han realizadao sobre el NGLd de mamiferos, los aspectos morfométricos,
incluso recientemente, han sido muy ligeramente considerados (Guillery,
1966; Schober y Brauer, 1973; Fitzpatrick y cols., 1982; WVerner y cols.,
1984; Werner y Wilke, 1085; etc.). Hablar sin mas de dos poblaciones
(Grossman y cols., 1973; Schober y Brauer, 1973; Verner y Kruger, 1973;
Fitzpatrick y cols., 1982; Verner y Wilke, 1985; etc.) o en otros casos de
tres (Kriebel, 1975; Caballero y cols., 1986; etc.), nos parece que sin
otros analisis resulta aventurado, maxime cuando, como sabemos por los
Gltimos estudios de retina (Tauchi y Masland, 1984; Masland, 1987) y de
corteza cerebral (Hubel y Wiesel, 1979), se describen diversas categorias
dentro de cada uno de los tipos neurcnales receptores basicos de la retina
y tres zonas visuales corticales superiores (a las que se proyecta la zona
visual primaria) en las que, con toda probabilidad, se procesa por
separado la informacién acerca del color, el movimiento y la profundidad

estereoscépica.

En cuanto a la consideracién de las posibles relaciones
existentes entre las categorias encontradas en nuestro estudio y los
diferentes tipos neurcnales descritos en la literatura por otros autores,

resulta interesante comentar el posible paralelismo.
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Con respecto a la categoria “E.®, estas celulas podfian
equipararse a las neuronas tipo 1 descritas por Caballero y cois. (1986>
en estudios realizados mediante el método de Golgi en el conejo, puesto que
en ambos casos, dichas neuronas no abundan en el sector oxe y dado que
los diametros y forma de las neuronas tipo 1, coinciden con los de nuestra
categoria “E."; salvando, evidentemente, las diferencias debidas al empleo
de técnicas distintas. También podria incluirse aqui la categoria "Eo", que
podria compararse con aquellas neuronas tipo 1 de mayor tamafio (hasta
35 pm de diadmetro mayor) y de forma apiramidada. Al comparar esta
situacién anterior con la de otros mamiferos, este paralelismo entre
nuestra categoria "Ei" y las neuronas tipo 1 es también claro. En la rata,
Grossman y cols. (1973), sefialan que las células de relevo talamo-cortical
que dencminan A, cuyos diametros oscilan entre 15 y 20 um, ocupan
preferentemente la porcién medial del nicleo siendo mas raras en la
periferia. En cuanto a la forma, Grossman apunta sin embargo que son més
frecuentes las neuronas redondeadas, por lo cual habria que contemplar la
posibilidad de considerar conjuntamente a las categorias "Ei" y “C.", que
ademas tiemen caracteristicas morfometricas intrinsecas (tamafio del
nucléolo, factor de forma del nacleo y relacién nucleo-citoplasma) simi-
lares, tal y como se comentard mas adelante. En este sentido Guillery
(1966), en estudios realizados en el gato, ya apuntdé que las ceélulas de la
clase 1 (comparable con el tipo 1), que son las de mayor tamafio, con un
diametro maximo que oscila entre 25-40 um, presentan gran variedad de
formas, siendo de la misma opinién Rafols y Valverde (1973), que en
estudios & microscopia electrénica realizados en el ratén observan que las
células TSR o de relevo talamo-cortical (de didmetros méximos entre 15 y
25 um) presentan formas tanto redondeadas como ovales. Todo ello viene a
apoyar nuestra consideracién de equiparar las categorias YE." y "C". Yo
obstante, existen algunas discrepancias que no podemos explicar. En la
rata, Kriebel (1975) encuentra que las neuronas del tipo 1 estan distri-
buidas por todo el nucleo, al contrario de lo que sucede en el conejo, ¥y
una situacién similar observa Guillery en el gato al afirmar que las

células de la clase 1 son las mas abundantes del nucleo y se localizan en
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las laminas A y Al (recordemos que la lamina A del gato es equiparable al

sector oxe del conejol

Las celulas de la categoria "E=" son las mas abundantes en el
sector e del NGLd del conejo y en este sentido, tambien por forma y
tamafio, se pueden equiparar a las neuronas tipo 2 de Caballero y cols.
(1986). Como en el caso anterior cabe preguntarse i pueden incluirse
dentro de una misma categoria las ceélulas "Ez* y "Cz=", ya que ademas de
cer del mismo tamafio, presentan caracteristicas internas similares. Desde
nuestro punto de vista sin embargo, pensamos que tal vez se trate de
categorias ciertamente diferentes, por cuanto que resulta que mieniras que
las ceélulas "Cz=" ofrecen porcentajes similares en las zonas superior y
media (aproximadamente 2,5%) y m&s altos en la inferior (aproximadamente
$,5%), las "Ex" son mas abundantes en las zonas superior y media {aproxi-
madamente 47%-48%), mientras que en la zona inferior sus porcentajes son
mas bajos (aproximadamente 36,5%). Si lo que comparamos son 10S
porcentajes de participacién para el total del sector e, también resulta
chocante que mientra gue las “Ez" representan el 44%, las "Cz" sélo suponen

alrededor de 'un 5%,

Los datos referentes a la categoria “"Es", son los siguientes. las
neurcnas de esta categoria son comparables en cuanto a tamafio con una
poblacién de interneurcnas encontrada por Fitzpatrick y cols. (1982) en la
lamina A del NGLd del gato. Este autor examina el area media de los somas

de estas células encontrando que tienen una seccién media de unas 142 pm=.

También en cuanto a forma y tamafio se refiere, las células de la
categoria "Es" son equiparables con las de la clase 3 de Guillery (1966,
1971) en el gato; con el tipo 3 de Kriebel (1973, 1975) en roedares; tipo 3
descrito por Caballerc y cols. (1986) en el conejn; tipo 8 de Campos-
Crtega y cols. (1968) y Wong-Riley (1972) en primates; asi como con las
células de la class B de Grossman y cols. (1973), celulas pseudoamacrinas
de Rafols y Valverde (1973), tipo 2 de Schober y Brauer (1973), Vernmer vy

Kriger (1973), Rios y cole. (19812, asi como con las neuronas de Golgl tipo
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Z observadas en otros nocleos talamicos por Morest (1964, 19710, Tombol
(1667), Ralston (1971), Famiglietti y Peters (1072), etc, y por
consiguiente es posible que estas células de la categoria “Es" sean

neuronas de control (interneuronas).

Fo obstante encontramos ciertas discrepancias en cuanto a los
porcentajes de participacién se refiere. Nuestra categoria "Es" representa
para el sector oxe un porcentaje de aproximadamente un 12%, lo cual no
concuerda con los datos obtenidos por Werner y Wilke (1985), que
utilizando el proceder de Nissl encuentran gque el tanto por ciento de
interneuronas en el sector ox del NGLd de roedores es del 36%, aunque en
el caso de animales albinos dicho porcentaje se reduce hasta situarse en
el 8%. En otros ordenes de mamiferos los resultados son también
divergentes y asi mientras que Lin y colé. (1977) estiman en un 10% el
porcentaje de interneuronas del NGLd del gato, Le Vay y Ferster (1879
aprecian un porcentaje del 25%. Para Geisert (1980», las interneuronas
constituyen el 20% del total de las neurcnas del NGLd del gato, y Weber y
Kalil (1983), en estudios realizados en la lamina A del gato, estiman que
las interneuronas suponen el 22% del total de las neuronas de esta lamina.
Resultados similares a los de estos Gltimos autores obtienen Fitzpatrick y
cols. (1982), encontrando en la lamina A del NGLd del gato una poblacion

de interneuronas que constituye entre un 19% y un 26% del total.

Con respecto a esta Gltima consideracién resulta interesante
destacar que los porcentajes de participacién de la categoria “Es" en el
sectar oxe del NGLd del conejo, son muy diferentes si comparamos las zonas
superior o media (porcentaje de participacién entre el 5,26% para la zona
superior y el 6,53% para la zona media) con la inferior (porcentaje de
participacién del 24,51%). Estas diferencias, que no han sido apuntadas por
otros autores, pueden explicar en cierto modo las divergencias gque hemos
descrito en cuantoc a porcentajes de participacion se refiere, ya que si
admitimos que existen zonas de diferente densidad en cuanto a las
interneuronas se refiere, los recuentos que se efectuen sin tener en cuenta

esta circunstancia daran resultados que oscilaran ampliamente.
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Por altimo, si admitimos que las neuronas de la categoria "Es®
son de «control intrinsecc y tenemos en  cuenta los porcentajes de
participacién que hemos encontrado para las distintas categorias celulares
asi como los valores de densidad neuronal, podemos afirmar gque el tercio
inferior del sector oxe del NGLd del conejo resulta muy diferente del
resto. De la misma opinién, aunque desde un enfoque de estudio diferente, .
son Gonzalo y cols. (1985) que mediante el marcaje anterégrado con
peroxidasa de rabano encuentran que la zona ventrolateral del sector o
del NGLd del conejo (equiparable a nuestra zona inferior del sector e)
presenta una densidad de terminales contralaterales marcados, procedentes
de la retina, que es ma&s baja que la que presenta el resto del sector ox.
Si tenemos en cuenta que, como ya hemos dicho, la densidad neuronal de
esta zona es mAs baja que en el resto del sector asi como la mayor
abundancia de interneuronas (*Es") y la disminucién del porcentaje de
neuronas de relevo (*E." y "“Ex" fundamentalmente), es posible explicar que
se encuentre menor namero de terminales retinales marcados, teniendo a
nuestro entender mayor importancia, en esta zona del nucleo, los contactos
sinapticos de caracter intrinseco. No obstante, este (ltimo extremo debera
ser comprobado en estudios ulteriores que cuantifiquen los diversos

contactos sinapticos en esta zona.

En cuanto al analisis de los caracteres morfometricos propios
de cada una de las categorias halladas en nuestro estudio, encontramos lo
siguiente. Con respecto a la categoria de 340 um® - 420 pm=, se trata de
neuronas de mayor tamafio cuyo nucleo, de perfil -no muy redondeado cuando
menos en la direccién horizontal de corte, presenta un tamafio que siendo
de 153,7 um2 de media resulta marcadamente inferior al 50% del total del
soma, con lo que la relacién mnicleo-citoplasma (Nu/cit) da un valor de
0,41; estas neuronas ofrecen valores que no vamos a ver repetidos en las

otras

ategorias, por lo cual, aunque si bien debido a Su escaso numera,

[¢]

puede pensarse que se trata de una extrapolacién de la categoria de
260 pm= - 340 um=, las especificas caracteristicas gue acabamos de citar
hacen dificil su adscripcién desde un punto de vista morfométrico. Esta

apreciacién debe ser tenida en cuenta cuando intentamos entender 1la
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realidad de cada una de las categorias encontradas; porque a primera vista
puede parecernos que la distincién de tamafios no Sea mas gue una diversi-
ficacién de un mismo elemento con variedad de grados, pero la modificacidn
conjunta del tamafio del nucleo y el hecho de 1la distribucien de 1o0s
elementos en zonas preferentes, hablan a favor de alguna relacién
especifica més que de una aleatoria casualidad (condicién que por otra

parte no es la norma en biologia).

Hemos encontrado una categoria de células redondeadas con dos
tamafios: neuronas “C." entre 260 pm= - 340 um* y de factor de forma
superior a 0,8, con un porcentaje del 2,6% <(en el total) y neuronas que
llamamos *“Cz*, entre 180 umZ ~ 260 pm® de perfil y también con factor de
forma superior a 0,8, cuyo porcentaje es del 4,85% (en el total). Las "C."
dan una relacién nucleo-citoplasma de 0,450 y las "Cz" de 0,485, esta
diferencia es considerable y significativa e indica que junto a la
diferencia de tamafios hay un valor nuclear que es caracteristico de la
poblacién o categoria que analizamos. Junto a los valores anteriores
habriamos de sefialar que el diametro medio de sus nucléolos es tambien
diferente, 2,74 um para las “C:* y 2,63 um para las “C=* y si bien la
diferencia de valor no tiene relevancia a efectos cuantitativos de calculo
en el numero final real (como ya se ha dicho), desde el punto de vista de
la constitucién propia de los elementos, esta circunstancia no puede ser

pasada por alto.

Entre las neurocnas que por tener factores de forma menores a
0,7 hemos catalogado como de marcadamente elipsoidales encontramos tres

categorias:

Categoria "E.“. Consideramos aqui aquellas neuronas de tamaiio
260 pm= - 340 pm?®, con factor de forma menor de 0,7 (entre 0,7 y 0,4, ¥y
gue representan un 7% (en el total); ofrecen nucleos redondeados y una
relacién nocleo-citoplasma igual a la que encontramos en las "C+", gque son
de igual tamafioc pero de forma redondeada. Cabe preguntarse aqui si se

trata de células de igual significacién pero con distinta forma. Puesto que

-406-



a partir de los datos obtenidos la dnica diferencia detectads es la de que
su forma somatica varia, todo 1o que ‘a este respecto podemos afirmar es
que se trata de neuronas situadas fundamentalmente en las zonas superior y
media del sector <xe del NGLd y que su coincidencia de caracteres propios
indica una posible linea de derivacién comun, quedando abierta a otros
estudios la posibilidad de que se trate de dos poblaciones de significado
distinto puesto que morfométricamente si ofrecen una variedad: su marcada

diferencia de forma exterior.

Categoria "E=". Dentro de esta categoria catalogamos a las
neurcnas (44,06% del total) con tamafio entre 180 um® - 260 um® y factor
de forma menor de 0,7. Estas células ofrecen nucleos de perfil redondeado,
pero una relacién ndcleo-citoplasma de 0,48. Esta circunstancia junto al
hecho de que su nucléolos ofrecen diémetros menores que en las “E.®
(2,63 um frente a 2,74 um), indican el que nos encontramos ante una cate-
goria con caracteres propios diferentes y no ante el producto de la casual
seccion de células del tamafio superior (E."). Ademas ya hemos dicho que
células de perfil eliptico y de un determinado tamafio, no pueden dar lugar
a perfiles de menor tamafio y con un mismo factor de forma eliptica que
las primeras; como por otra parte varia también la relacién nacleo-cito-
plasma, todo ello avala la distincién entre las "E." y “E=2". Digamos
también que las neuronas de la categoria “Ez", que son las mas abundantes
en el sector e del NGLd del conejo, presentan unos porcentajes que son
similares en las zonas superior y media (zona superior, 48,23%; zona media,

47,33%) y un valor mas bajo en la zona inferior (36,61%.

Categoria "Es". Son las menores de las encontradas, 100 pm® -
180 pm* de perfil y representan un 12,1% del total. Su nucleo resulta ser
el que proporcionalmente ocupa un mayor espacio en el citoplasma, con lo
gque la relacién nucleo-citoplasma presenta un valor de 0,5; por otra parte,
si bien no de forma muy acusada, son los mas elipticos de los mnucleos
znalizados, con un factor de forma gque oscila entre 0,78 <(para perfiles

neuronales de factor de forma eliptica entre 0,7 y 0,60 y 0,74 <(para
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perfiles neuronales con factor de forma eliptica menor de 0,6). Su loca-

lizacién es preferentemente en la zona o tercio inferior del sector cxe.

For Gltimo, queremos insistir en que, desde un punto de vista
morfométrico, si las anteriores categorias no tuvieran una existencia real
y obedecieran a algun tipo de azar, no habrian ofrecido los valores
hallados desde las tres direcciones de corte histolégico, ni estarian
ubicadas de forma preferente cada una en lugares y porcentajes que

resultan especificos.

En resumen, como reflexién final a este comentario queremos
expresar que el presente trabajo mas que un método supone un sistema
operativo, conseguido desde un conjunto de técnicas y procesos, a traves
del cual hemos demostrado el que, para analizar los tamafios y formas de
las poblaciones celulares especificas (tal y como son las neuronales), hay
que llevar un extremado cuidado y no catalogar a través de la simple
impresién visual; a este respecto, hay que apuntar la ligereza con que en
la literatura se habla de tamafios y estirpes poblacionales a veces sin mas
analisis que esa mera impresisn visual. Nuestro sistema viene a poner de

manifiesto precisamente lo contrario.

A partir de estas afirmaciones anteriores y desde las categorias
morfométricas por nosotros catalogadas, no queremos nl mucho menos
concluir o afirmar, gque en el NGLd del conejo existan cinco 0 sels
poblaciones que en su misién resulten funcionalmente distintas; con.
relacién a este problema preferimos preguntar: (Qué sentido tiene la
existencia de categorias morfométricas de tamafio y forma diferentes?. ¢Es
posible gque toda esta variedad de elementos tenga encomendada una misma
funcién?. Podria ser, pero no olvidemos que en la Biologia el principio de
economia es una regla general y no se gasta en tamafios y formas,
aleatoriamente, la energia que pueda ser necesaria para conseguir otros

beneficios funcionales.
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vI. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES,

Del estudic realizado en esta tesis doctoral se pueden extraer
un buen nimero de conclusiones que tendrian el caracter de afirmaciones
directas contenidas en los distintos capitulos de que ha constado nuestro
trabajo. Tales afirmaciones ya han sido paulatinamente descritas conforme
el tema avanzaba, por elloc preferimos agui, no repetir cuantos datos y
resumenes finales estan ya contenidos en las tablas, sobre: voliomenes,
zonas, reconstrucciones, situacién neuronal, densidades, distribucién por
sectores, etc. Dado el que todo esto ya ha sido demostrado y expuesto a lo
largo del texte, considero mas oportuno resumir como conclusiones las
afirmaciones que se deriven fundamentalmente de una consideracién o

reflexion conjunta del tema. Estas son las que me parecen mas apropiadas:

- Ei empleo de analizadores semiautomaticos de imagen ha permitido una
visién de conjunto que nos ha posibilitado ir desarrollando una
hipétesis paulatina que de otro modo habria sido imposible entender,
tanto por la extensién en el tiempo para la obtencion de parametros,
como porque nos habriamos perdido entre un interminable numero de

listados y datos inmanejables.

- Para el esclarecimiento de las categorias de perfiles celulares
obtenidas é partir de los elementos neuronales, contenidos en una
esiructura, es necesaria la realizacién de secciones histologicas
perpendiculares entre si para poder obtener valores ortogonales

iables. También es necesaria la “limpieza" de cada una de las clases

.

5 celulares para reducirias & sus valores reales.

)

N

categaria

e}

[

8]

(o

94

- El numero y condicién de las categorias e perfiles celulares

exicstentes <(en una estructura) resulta inexacto a simple vista, no
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s6lo en lo referente a la dimensién real de cada poblacién sino
también en las auténticas condiciones morfométricas propias o
internas. Esto es asi porgque, algunos datos nacen desde una contami-
nacién a partir de otras poblaciones, por lo que resulta evidente que
los caracteres morfométricos propios o internos deben establecerse

sobre el estudic de poblaciones ya limpias.

De los tres sectores componentes del NGLd (oxe, oz ¥ 3) del talamo
del conejo (Oryctolagus cuniculus), el sector «xe es el menos
homogéneo y por lo mismo sus categorias celulares son mas diversas.
También a partir de las determinaciones volumétricas y reconstruc-
ciones se comprueba que el sector <xe es el mayor con un 54% del

volumern, el <1 ofrece un 36% y el J3 uUnicamente un 9%.

El analisis realizado ha permitido descifrar como especifico del
sector cxe del NGLA del conejo (Oryctolagus cuniculus): a) una capa
superficial superior, multiforme y poco orientada; b) una poblacion
diseminada por todo el sector oxe de neuronas cuyo perfil medio es
de 220 pm® (180 - 260 um®) y con orientacién preferente antero-
posterior y extero-interna, asimismo se encontraron en las zonas
estudiadas categorias de perfiles diferentes, dos circulares y cuatro
elipticas, cuyas condiciones particulares quedan resefiadas en los

cuadros correspondientes de esta tesis.

Bl caracter de los perfiles estudiados en el sector «—xe del NGLd (de
conejo) ofrece diferencias que avalan la realidad de que contamos con
esa diversidad de categorias, pero, también aparece una semejanza de
relacién nucleocitoplasmica recuerdo de esa procedencia comun dae
estirpes originadas a partir de unos iniciales comunes (neuroblastos
ubicados en las regiones diencefalicas de las vesiculas cerebrales).

Estas condicicnes amplian el sentido de la morfometria a la posibi-



lidad de seguimiento de los procesos de diferenciacison neuronal. Por
todo esto, la conjuncion de datos morfométricos, si bien laboriosa,
supone un camino esclarecedor y rentable en el conocimiento de lias
condiciones celularez y supone un métodc ablerto a mas profundas

conclusiones.

Desde los parametros ofrecidos por las diversas categorias y también
por su distribucién, puede entenderse, que las dos categorias de
perfiles circulares y las categorias elipticas ofrecen paralelismo con
las comunicaciones anteriores de la bibliografia, pero también
distinciones que representan una ampliacién de los. tipos existentes.
Otras suposiciones nos parecerian atrevidas a partir del presente

analisis.

El sistema descrito para analizar poblaciones celulares representa un
proceso cientificaments correcto y Gtil gue resuelve el problema de
distincién de - perfiles en categoriags reales y <supone una nueva
demostracién de las ventajas y beneficios que la estereologia y la

morfometria pueden ofrecer en el avance de las incégnitas biolégicas.
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Figura III-5._ Diagrama de flujo del programa desarrollado en
lenguaje BASIC para la determinacion del volumen correspondiente a

cada una de las zonas de estudio del NGLA.
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