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ABSTRACT. Neocortical development in humans is characterized by an extended period
of Sffnaé)tic proliferation that peaks in mid-childhood, with subsequent pruning through
early adulthood, as well as relatively delayed maturation of neuronal arborization in the
prefrontal cortex compared with sensorimotor areas. In macaque monkeys, cortical
synaptogenesis peaks during early infancy and developmenta chan%es in synapse

ensity and dendritic spines occur synchronously across cortical regions. Thus, relatively
prolonged synapse and neuronal maturation in humans might contribute to enhance-
ment of social learning during development and transmission of cultural practices,
including language. However, because macaques, which share a last common ancestor
with humans ~25 million years ago, have served as the predominant comparative
primate model in neurodevelopmental research, the paucity of data from more closely
related great apes leaves unresolved when these evolutionary changes in the timing of
cortical developmentbecame established in the human lineage. To address this question,
we used immunohistochemistry, electron microscopy, and Golgi staining to characterize
synaptic density and dendritic morphology of pyramidal neurons in é)rimary somato-
sensory (area 3b), primary motor (area 4), prestriate visual (area 18), and prefrontal (area
10) cortices of developing chimpanzees (/Pan troglodytes/). We found that synaptogene-
sis occurs synchronously across cortical areas, with a peak of synapse density during the
juvenile period (3-5 y). Moreover, similar to findings in humans, dendrites of prefrontal
pyramidal neurons developed later than sensorimotor areas. These results suggest that
evolutionary changes to neocortical development promoting greater neuronal plasticity
early in postnatal life preceded the divergence of the human and chimpanzee lineages.
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Entre los primates, los seres humanos se caracterizan por un periodo
especialmente prolongado en el desarrollo postnatal del cerebro durante
el cual se adquieren las tradiciones y practicas culturales, incluyendo el
lenguaje. Debido a que la cultura juega un papel fundamental en el
complejo de adaptacién humano (Boyd, Richerson y Henrich 2011), el
examen comparativo del desarrollo neuronal resulta importante para
entender los origenes de las especializaciones sociocognitivas humanas.
En comparacién con otros primates, en los seres humanos una proporcién
relativamente grande del crecimiento del tamafio cerebral toma lugar en
el periodo postnatal, permitiendo que los factores sociales y ambientales
tengan un impacto de gran alcance en el establecimiento de la conectivi-
dad neuronal (Sacher y Staffeldt 1974). Mientras que los monos macacos,
las especies de primates que se han estudiado mas ampliamente como un
modelo comparativo del neurodesarrollo, nacen con cerebros ya con ~70
por ciento de la masa del cerebro adulto, y la masa del cerebro neonatal
en los grandes simios oscila del 36 al 56 por ciento del tamafio adulto
(McFarlin, et al. 2012; DeSilva 2011), en los seres humanos sélo se dispone
del ~25 por ciento de la masa de adultos al nacer (Robson y Wood 2008).
Concomitante, el refinamiento postnatal de la microestructura cortical en
los humanos progresa a lo largo de un esquema mas prolongado en
comparacion con los macacos. En los macacos, el proceso de sinaptogéne-
sis, por el que se forman nuevas sinapsis, alcanza su punto maximo
durante la infancia alrededor de los 3 meses de edad, y se completa la
reduccién de los excesos de sinapsis al final de la adolescencia (Liu, et al.
2012; Rakic, Bourgeois, Eckenhoff, Zecevic y Goldman-Rakic 1986). Por el
contrario, en los seres humanos, la densidad de sinapsis pico ocurre en la
nifiez media alrededor de los 5 afios de edad (Huttenlocher y Dabholkar,
1997; Liu, et al. 2012), con reduccion de sinapsis que se extiende en la tercera
década de vida (Petanjek, et al. 2011).

También se han reportado las diferencias interespecificas del desarrollo
neurolégico entre macacos y humanos en el periodo de maduracién entre
diferentes regiones corticales. Mientras que la sinaptogénesis ocurre de
manera simultdnea a través de la corteza cerebral entera en los macacos
(Rakic, et al. 1986), aparece retrasada en la regién prefrontal en los seres
humanos (Huttenlocher y Dabholkar 1997). Ademads, en los macacos las
densidades de espinas en las dendritas de las neuronas piramidales pre-
frontales son superiores en comparacion con otras areas desde elmomento
del nacimiento y durante el desarrollo postnatal (Elston, Oga y Fujita
2009). En los humanos, sin embargo, las ramificaciones dendriticas de las
neuronas piramidales en la corteza prefrontal alcanzan complejidad mor-
folégica adulta y densidad espinal mas adelante en el desarrollo, en
contraste con las ramificaciones dendriticas en | cortezas sensoriales y
motoras (Travis Ford y Jacobs 2005). Por medio de técnicas de imagen que
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evaltian cambios longitudinales en la actividad metabdlica (Chugani, Phelps
y Mazziotta 1987), el crecimiento de materia gris (Gogtay, et al. 2004) y el
grosor cortical (Shaw, et al. 2008) se ha documentado también un desarro-
llo temporal escalonado o heter6crono de la corteza cerebral humana, con
regiones de asociaciéon que maduran maés tardiamente que las cortezas
sensomotoras.

El desarrollo relativamente lento de la conectividad neocortical podria
contribuir al surgimiento de las capacidades cognoscitivas exclusivamente
humanas. Esta interpretacién esta respaldada con pruebas de que las
regiones corticales que se desarrollan mas tarde en la ontogenia humana
también experimentaron la mayor expansiéon durante la evolucién del
cerebro humano (Hill, et al. 2010; Sherwood, Bauernfeind, Bianchi, Rag-
hanti y Hof 2012), lo que sugiere que la seleccién evolutiva para ampliar
estas regiones se acompano por una prolongacion de su desarrollo. Tam-
bién se ha reportado que entre estas regiones, la corteza prefrontal, que
muestra una maduracién particularmente extendida en los humanos con
relacién a los macacos, exhibe especializaciones neuroanatémicas y mole-
culares exclusivamente humanas (Céceres, et al. 2007; Deacon 1997; Elston,
Benavides-Piccione y DeFelipe 2001; Fu, et al. 2011; Semendeferi, et al.
2001; Spocter, M. A., etal. (2012). Sin embargo, en virtud de que los macacos
y los humanos comparten un antepasado comtin de hace ~25 millones
anos, actualmente no esta claro si las caracteristicas que distinguen el
desarrollo cortical humano (es decir, periodo ampliado de sinaptogénesis
y retardo de la maduracién de las neuronas piramidales prefrontales) son
exclusivas de nuestro linaje, o si evolucionaron antes de la divergencia de
los seres humanos modernos y mas estrechamente relacionadas con espe-
cies de grandes simios, como los chimpancés.

Comparados con los macacos, los chimpancés muestran mayores simi-
litudes en el comportamiento conlos seres humanos, incluyendo el desarrollo
postnatal lento durante el cual se adquieren las conductas socialmente
aprendidas y transmitidas “culturalmente”, como el uso de herramientas
(Lonsford 2006; Lonsdorf y Bonnie 2010). Aunque los chimpancés propor-
cionan uno de los mejores modelos animales para comparacién con los
que investigar especializaciones tinicas en los humanos, hacen falta estu-
dios del desarrollo cortical en esta especie debido a las barreras éticas y
précticas, y la rara disponibilidad de tejido cerebral post mortem de los
infantes y juveniles. Hasta la fecha, s6lo unos pocos estudios comparativos
de desarrollo cerebral han incluido datos de chimpancés. Al examinar los
cambios ontogenéticos mediante IRM longitudinal, se ha demostrado que,
similar a los humanos, la maduracién del volumen de la materia blanca en
chimpancés no es completa en la pubertad temprana (6 afnos); en los
macacos, no obstante, alcanza valores de adultos durante el desarrollo
juvenil temprano (Sakai, et al. 2011). Comparado con los chimpancés, el
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desarrollo del cerebro humano se caracteriza por la adicién méas rapida del
volumen de materia blanca durante el primer afio de vida (Sakai, et al.
2011, 2013). Se ha demostrado que el crecimiento de la materia blanca
difiere entre los seres humanos y los chimpancés mediante anélisis histo-
légicos que muestran que la mielinizacién dentro de la corteza cerebral
contintia mas alla de la adolescencia en los seres humanos, mientras que ésta
se completa por la madurez sexual en los chimpancés (Miller, et al. 2012).

Con respecto a la sinaptogénesis, son extremadamente limitados los
datos actuales de los chimpancés (Liu, et al. 2012). Por lo tanto, el presente
estudio examiné dos marcadores del desarrollo en los chimpancés, en la
sinaptogénesis y en el crecimiento dendritico de las neuronas piramidales,
en cuatro regiones, incluyendo la regiéon prestriada visual (zona 18), la
motora primaria (zona 4), la somatosensorial primaria (area 3b) y las
cortezas prefrontales (zona 10). Estudios anteriores de la morfologia de las
neuronas en primates adultos han demostrado que estas areas forman una
jerarquia funcional, por el que las cortezas de asociacién (es decir, zona 10)
que integran la entrada de otras dreas muestran mayor potencial para la
conectividad de corticocortical, mas que las regiones sensoriales y motoras
unimodales (zonas 4, 3b y 18) (Bianchi, et al. 2012, Elston, Benavides-Pic-
cione y DeFelipe, 2001; Jacobs, et al. 2001). Predijimos que si el desarrollo
cortical de los chimpancés es més parecido a de los seres humanos que al
de los macacos, la sinaptogénesis y la maduracién de la ramificaciones
dendriticas de las neuronas piramidales se extenderia en el periodo juvenil
y mostraria una trayectoria mas prolongada en la corteza prefrontal en
relacién con otras regiones.

RESULTADOS
Sinaptogénesis
Utilizamos immunohistoquimica contra sinaptofisina, una proteina que se
localiza en las vesiculas presindpticas, para etiquetar la densidad de sinap-
sis en muestras neocorticales del chimpancé (Fig. 1). Para evaluar el efecto
de la edad en la densidad de sinapsis durante el desarrollo postnatal, se
ajust6 un modelo de regresién ctibica a densidades puncta sinaptofisina-
inmunorreactivas en cada una de las cuatro regiones neocorticales. Las
curvas de regresién polinomial ctibica individuales fueron significativas
para la mayoria de las areas cortical (Tabla 1), indicando la presencia de
cambios de desarrollo en la densidad de la sinapsis. Se observé un fuerte
aumento en la vida postnatal temprana en todas las regiones, seguidas por
un pico en aproximadamente 3 afios, que se mantuvo hasta la edad de 5
afnos. Las densidades de sinapsis luego disminuyeron gradualmente a
través de la tltima vida juvenil y se acercaban a los niveles del adulto
alrededor de la pubertad (~10 afios de edad) (Fig. 1).
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FIGURA 1. (A) Curvas de regresién polinomial ctibica individuales se ajustan a cuentas
de densidades puncta sinaptofisina-inmunorreactivas para las dreas 3b, 4, 18 y 10. (B)
Microfotografia de puncta sinaptofisina-immunoreactiva de la corteza prefrontal de un
chimpancé de 11 afios de edad. (Barra de escala, 25 pum.)

Para probar las similitudes en el ajuste polinomial ctibico entre las
diferentes regiones corticales, utilizamos un modelo de minimos cuadra-
dos generalizados. Este modelo confirm¢ una regresién polinomial ctibica
significativa basada solamente en la edad y mostré un mejor valor de
criterio de informacién de Akaike que un modelo como el polinomio
ctibico basado tanto en la edad como en un término para las diferencias
de regién cortical. El modelo con diferencias por regién cortical no se
ajusto significativamente mejor segin una prueba de razén de verosimi-
litud; los valores P fueron 0.55 y 0.48 para un modelo no estructurado y
para un modelo de simetria compuesto, respectivamente. Estos resultados
sugieren que hay una trayectoria del desarrollo similar de la sinaptogéne-
sis en todas las regiones corticales y ademas se confirmaron mediante un
modelo ctbico incluyendo edad con efectos aleatorios por los sujetos.

Aungque los patrones de desarrollo sindptico fueron similares a través
de las 4reas corticales, encontramos que surgen diferencias de regién entre
los recién nacidos y adultos en la densidad de sinapsis (Fig. 1). Las medidas
repetidas de ANOVA de la densidad de sinapsis indicaron que no hubo
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diferencias significativas en las areas corticales en los recién nacidos (n =
6, 0- a 1 mes de edad; F3 15 = 0.580, P = 0.637). Sin embargo, hacia la edad
adulta surgieron diferencias regionales en la densidad de sinapsis (1 = 5
10+ afos; F3 15 = 5.974, P = 0.010; después de corregir por esfericidad que
no se suponia: P = 0.061), con la corteza prefrontal mostrando una mayor
densidad de sinapsis que la corteza visual preestriada (P = 0.022).

El examen de sinaptogénesis por microscopia electrénica (ME) (Fig. 2A)
en las mismas regiones de cuatro de los cerebros de chimpancé que
también habian sido procesados por sinaptofisina-immunohistoquimica
corroboraron estos hallazgos. El acuerdo entre las cuentas de densidad
puncta sinaptofisina-inmunorreactiva y de densidad de sinapsis por SE ME
demostré por una relacién positiva y significativa entre ambas medidas
(Fig.2B) (r = 0,63, P = 0,009, n = 16). Los resultados de cuentas de densidad
de sinapsis por ME mostraron un incremento pronunciado del desarrollo
en la corteza prefrontal, que se puede atribuir principalmente a cambios
postnatales en la densidad de subtipos de sinapsis excitatorias asimétricos
(Fig. S1).
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FIGURA 2. (A) Microfotografia de sinapsis como se observa bajo ME. Las flechas indican
las uniones sinapticas. (Barra de escala, 0.5 um.) (B) Parcela bivariada entre densidades
puncta sinaptofisina-inmunorreactivas y densidades sindpticas a partir de datos de ME.
Los cuadrados representan edad de 0 afios, los tridngulos 2 afos, los diamantes 6 afos y
los circulos 11 afios. Esquema de color para dreas como en la Figura 1.
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TABLA 1. Modelos de regresién para las cortezas somatosensorial primaria (4rea 3b),
motora primaria (area 4), visual prestriada (area 18) y prefrontal (area 10).

Region Intercepto Edad Edad® Edad® ” Raiz del Regresion

MSE global del

valor de p
Area 3b 94.3 -11.5 -56.5 48.7 0.26 33.6 0.22
Aread 100.5 -25.6 66.2* 59.7+ 0.42 29.3 0.05
Area 18 99.5 -30.0 -135.4%** 53.0 0.62 30.9 0.003
Area 10 106.3 41.1 -41.7 44.3+ 0.38 24.6 0.07

Se muestran los efectos lineales (Edad), cuadréticos (Edad?)
y ctibicos (Edad3) dela edad. ***P<0.001, *P<0.05, tP<0.10.

Desarrollo de la morfologia dendritica de neurona piramidal

Analizamos la morfologia de las neuronas piramidales de siete cerebros
de chimpancés infantiles y juveniles que se utilizaron en la inmunohisto-
quimica y en los estudios ME de densidades de sinapsis descritas anterior-
mente. Los resultados indicaron diferencias regionales significativas en la
estructura dendritica de neuronas piramidales en las areas de la neocor-
teza de chimpancés infantes (n = 4, 0 a 24 meses de edad), segin lo
evaluado por seis medidas de complejidad morfolégica, incluyendo: ta-
mano del cuerpo de la célula: Fy; 144 = 1,86, P = 0,04; longitud dendritica
total (LDT): Fy3, 144 = 3,64, P < 0.001; longitud del segmento media (LSM):
F13,144 = 5.34, P 0.001; cuenta de segmento dendritico (CSD): Fy5, 144 = 2.09,
P = 0.021; namero de espina dendritica (NED): Fy5 144 = 10,65, P < 0.001; y
densidad de espina dendritica (DED): Fy5 144 = 21.373, P < 0.001 (Tabla 2).
Comparaciones pares revelaron que las dendritas en la corteza prefrontal
(zona 10) eran significativamente mas cortas que en las areas 3b (P = 0.022)
y 4 (P = 0,037). Las neuronas piramidales en el drea prefrontal 10 también
tenian una longitud maés corta de segmento medio que en el area 3b (P <
0.001) y la zona 4 (P = 0.002), asi como menos espinas (area 3b, P < 0.001;
zona 4, P = 0,005; zona 18, P = 0. 005) y baja densidad espinal (area 3b, P
0.001; zona 4, P < 0.001; zona 18, P < 0.001) que en otras regiones. En
promedio, las neuronas prefrontales en chimpancés infantiles tenian den-
dritas que eran 22 por ciento menores, tenian 44 por ciento menos espinas
y 30 por ciento menor densidad espinal que la media de las neuronas de
las &reas 3b, 4 y 18. No se encontraron diferencias en el nimero de
segmentos dendriticos (P = 1.000) a través de areas corticales (véase, por
ejemplo, Fig. 4).

Debido a que la morfologia de neurona piramidal en chimpancés
infantiles se analizé con la misma metodologia utilizada en un estudio
previo con chimpancés adultos (Bianchi, et al. 2012), pudimos comparar
la variacién regional en complejidad dendritica en estos dos grupos de
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edad (Figs. 3 y 4 y Tabla 2). Cabe sefialar que, similar a los reportes en los
infantes humanos (Travis, Ford y Jacobs 2005), en los chimpancés jévenes,
la técnica de Golgi rapida tiné neuronas de manera predominante en la
capa V, mientras que las neuronas en la capa III tipicamente se tifieron
mejor en adultos. Por esta razén, sélo se puede interpretar el patrén de
diferencias relativas en la complejidad dendritica en todas las regiones
entre los chimpancés infantiles y adultos. Se proporcionan ilustraciones
de variacién regional por edad en la Figura 4. Las neuronas piramidales
de la corteza prefrontal contintian siendo las menos elaboradas entre las
areas corticales examinadas de acuerdo con la mayoria de las medidas de
complejidad dendritica a través del desarrollo infantil y juvenil (edades
5-6) y s6lo comienzan a aumentar en el periodo juvenil mas adelante (9
anos), convirtiéndose en tltima instancia en las neuronas mas complejas
en la edad adulta (Bianchi, et al. 2012).
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FIGURA 3. (A) Trazo de neuronas piramidales de tincién de Golgi en las dreas corticales
3b, 4, 18 y 10 en chimpancés infantiles y adultos. (Barra de escala, 100 pm.) Abajo del
trazo, microfotografias de primer plano representan arboles dendriticos de neuronas
piramidales en (B) drea 10 de un chimpancé de 1 afio (C) area 10 de un chimpancé adulto,
(D) area 3b de un chimpancé de 1 afio y (E) area 3b de un chimpancé adulto. (Barra de
escala, 25 um.)
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FIGURA 4. Diferencias regionales en medidas morfolégicas de la complejidad de las
dendritas basilares para todas las regiones corticales de interés entre los chimpancés
adultos e infantiles, incluyendo LDT, LSM, CSD, NED y DED. Datos de juveniles (5-9
anos), para que un individuo por grupo de edad estaba disponible, se ilustran como
puntos de datos individuales. Las barras de error representan el error estaindar de la
media (EEM)
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DISCUSION
De forma similar a los seres humanos, los chimpancés tienen una vida
relativamente larga y un periodo prolongado de dependencia durante el
cual se adquieren de sus congéneres “tradiciones culturales” (p. ej., uso de
herramientas, posturas de acicalamiento) (Lonsford 2006; Lonsdorf y Bon-
nie 2010). Asi como la experiencia postnatal forma el desarrollo cognitivo
y social, los cambios en el periodo de maduracién cortical pueden ser
importantes para entender la evolucion de las diferencias de especies en
el comportamiento. De hecho, muchas de las diferencias genéticas entre
los humanos y otros primates afectan los procesos implicados en el desa-
rrollo cerebral (Dennis, et al. 2012; Derrien, et al. 2012; Pollard, et al. 2006).
Hasta hace no mucho, sin embargo, poco se sabia sobre la naturaleza de
los cambios microestructurales durante la ontogenia neuronal en la corte-
za cerebral de primates no humanos que no fueran macacos, lo que hace
dificil evaluar como la trayectoria del desarrollo del cerebro humano
puede ser tnico (Miller, et al. 2012). Los anélisis actuales demuestran que
similar a los humanos, la proliferacién sindptica en los chimpancés se
prolonga durante el periodo juvenil medio, y el desarrollo de neuronas
piramidales en la corteza prefrontal se retrasa con relacién a otras areas
corticales.

Sinaptogénesis prolongada

Como los seres humanos (Huttenlocher y Dabholkar 1997; Petanjek, et al.
2011), los chimpancés exhiben un pico sustancialmente posterior en la
densidad de sinapsis (entre los 3 y los 5 afios) en comparacién con los
macacos (3 meses) (Rakic, et al. 1986) y una fase prolongada de reduccién
(pruning) de sinapsis, que se extiende en el tltimo periodo juvenil (alrede-
dor de 10 afios). La evidencia para un periodo prolongado de refinamiento
sindptico en chimpancés es consistente con hallazgos previos, indicando
que el desarrollo de la materia blanca prefrontal se prolonga hasta por lo
menos el periodo juvenil medio en esta especie (Sakai, et al. 2011). Este
hallazgo contrasta con un reciente informe de Liu, et al. que sugiere que
una expresion génica relativamente mayor asociada a las sinapsis en la
corteza prefrontal contintia hasta los 5 afos de edad sé6lo en los humanos,
pero en los chimpancés y macacos la expresion génica sinaptica alcanza
su punto maximo dentro del primer afio de vida. Sin embargo, debido a
que el analisis de Liu, et al. incluia s6lo tres cerebros de chimpancé entre
1 afio de edad y la edad adulta, las diferencias en los tamarios de muestra
en estos dos estudios podria contribuir a hallazgos divergentes, en especial
porque se acentda la variacién interindividual. Ademads, todavia poco se
sabe sobre c6mo la expresién génica regula los cambios anatémicos en las
densidades sinapticas durante el desarrollo (Goyal y Raichle 2013).
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La sinaptogénesis prolongada en los chimpancés es coherente con la
evidencia conductual que indica que el periodo juvenil es critico para el
aprendizaje social de comportamientos especificos de grupo adquiridos
de sus congéneres. El uso de herramientas en los chimpancés muestra
variacion regional en una medida que supera a otros animales no huma-
nos, incluyendo técnicas tan variadas como el martilleo con piedras para
obtener nueces, meter o cavar con palos para obtener hormigas o termitas
y acuchillar pequenios vertebrados con lanzas (Whiten, et al. 1999). Los
chimpancés jovenes necesitan al menos 5 afios de desarrollo postnatal
antes de ser capaces de dominar el uso de herramientas y la adquisicién
de competencias en estas habilidades depende de variables ambientales,
tales como el tiempo con la madre y su aptitud (Lonsford 2006). Asi, puede
resultar importante un largo periodo de sinaptogénesis en los chimpancés
alolargo de su vida juvenil para mejorar la plasticidad neuronal utilizada
en el comportamiento, que depende de la experiencia y que surge tras la
exposicion social y el aprender con sus congéneres.

TABLA 2. Medidas de complejidad y posicion morfolégica de neuronas piramidales
(profundidad de la superficie pial) en las cortezas somatosensorial (4drea 3b), motora
primario (area 4), visual prestriada (area 18) y prefrontal (drea 10) (media +SD).

Medida morfoldgica Area 3b Area 4 Area 18 Area 10

Recién nacidos
e infantes (n = 4)

Area del soma 185+88 17245 152268 189246
de la célula (um?)
Profundidad del soma 1,3142733 1,040+548 1,062+468 1,151+£603
de la célula (um)
LDT (um) 8792361 866376 805516 655293
LSM (um) 47215 38+12 37£12 308
CSD (im) 2028 2048 2147 2048
NED (um) 1792105 139491 138+132 84+68
DED (um) 0.20220.07 0.15+0.05 0.16+0.07 0.12+0.06

Adultos (n = 7)

Area del soma 183488 18562 167475 190+63
de la célula (pmz)
Profundidad del soma 7962209 7074247 6924241 733224
de la célula (um)
LDT (um) 89420429 966377 851+406 1,329+705
LSM (um) 2728 4711 4011 49+16
CSD (um 2128 216 217 27+10
NED (um) 148278 166101 169+84 401203
DED (um) 0.16+0.04 0.172¢0.07 0.19+0.04 0.33+0.22

LDT, longitud dendritica total; LSM, longitud del segmento media; CSD, cuenta de segmento
dendritico; NED, naimero de espina dendritica; DED, densidad de espina dendritica.
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No encontramos diferencias en el tiempo de densidad de sinapsis pico
en las diferentes regiones de la neocorteza del chimpancé. Estos hallazgos
parecen estar en contraste con los reportes en los seres humanos que
indican que la corteza prefrontal madura mas tarde en comparacién con
otras areas corticales, como se refleja en la tasa metabdlica, el grosor cortical
y la densidad de sinapsis pico (Chugani, Phelps y Mazziotta 1987; Giedd,
et al. 1999; Huttenlocher y Dabholkar 1997: Liu, et al. 2012; Shaw, et al.
2008). No obstante, cabe sefalar que datos anteriores que sugieren un
retraso relativo de la sinaptogénesis en la corteza prefrontal humana se
basan en un solo estudio de una muestra modesta que carecia de analisis
estadistico (Huttenlocher y Dabholkar 1997). Asi, la evidencia del desarro-
llo heterocrénico en la neocorteza humano segiin se midi6 mediante la
actividad metabdlica y grosor cortical puede reflejar el efecto combinado
de mdltiples cambios microestructurales, incluyendo el crecimiento neu-
ronal de ramificacién dendritica (Travis, Ford y Jacobs, 2005), densidad de
sinapsis, niimeros de células gliales y otros factores.

Crecimiento dendritico retardado en la corteza prefrontal

Ademas de la sinaptogénesis, examinamos cambios regionales en el desa-
rrollo de ramificaciones dendriticas de las neuronas piramidales. En los
primates adultos, se ha reportado una variacion notable en la morfologia
y complejidad de las neuronas piramidales (Bianchi, et al. 2012; Elston,
Benavides-Piccione y DeFelipe 2001; Giedd, et al. 1999; Jacobs, et al. 2001).
En concreto, se ha mostrado que las neuronas piramidales de la corteza
prefrontal se caracterizan por arboles dendriticos mas elaboradas que otras
areas corticales, para apoyar una mayor conectividad de integracién de
diversas entradas corticocorticales y para orquestar comportamientos cog-
nitivamente complejos (Bianchi, et al. 2012; Elston, Benavides-Piccione y
DeFelipe 2001; Jacobs, et al. 2001; Semendeferi, et al. 2011). Aunque las
ramificaciones dendriticas son mas extensas en la corteza prefrontal con
relacién a otras regiones corticales en los humanos adultos (Jacobs, et al.
2001), en los chimpancés (Bianchi, et al. 2012) y en los macacos (Elston,
Benavides-Piccione y DeFelipe 2001) el tiempo de desarrollo de estas
especializaciones neuronales parece ser especifico de cada especie (Elston,
Oga y Fujita 2009; Travis, Ford y Jacobs 2005).

Al demostrar que la arborizacién dendritica y la densidad espinal en la
corteza prefrontal de chimpancés infantiles no es tan extensa como en
otras areas corticales, nuestros datos indican un retardo en la maduraciéon
de las neuronas piramidales en esta regién, un patrén que comparte
muchas similitudes con el desarrollo dendritico en humanos (Travis, Ford
y Jacobs 2005) en comparacién con los macacos (Elston, Oga y Fujita 2009).
Las dendritas regulan la integracién de las entradas y proporcionan sitios
de sinapsis en las espinas (Spruston 2008; Yuste y Tank 1996). Como tales,
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son estructuras muy plésticas que experimentan cambios en respuesta a
la experiencia, lo cual es especialmente evidente durante el desarrollo
(Anderson, et al. 1995; Bose, et al. 2010; Bloss, et al. 2011; Grutzendler,
Kasthuri y Gan 2002; Kabaso, et al. 2009; Koenderink y Uylings 1995;
Jacobs, Driscoll y Schall 1997; Jacobs y Scheibel 1993; Moser, Trommald y
Andersen 1994; Petanjek, et al. 2011; Radley, et al. 2006; Sin, et al. 2002; van
Praag, Kempermann y Gage 2000; Yadav, et al. 2012; Yang, Pan y Gan
2009). Por esta razon, un retardo en la formacién de arboles dendriticos en
la corteza prefrontal puede ser importante para procesar e integrar la gran
carga de informacién que los humanos y chimpancés adquieren durante
el desarrollo y para el mantenimiento de la plasticidad de las funciones
ejecutivas. Aunque el presente estudio se centré en la corteza prefrontal
rostral en consonancia con las investigaciones previas en chimpancés
adultos y humanos, es posible que el retardo en la maduracién de las
neuronas piramidales también caracterice a las cortezas de asociacién en
otras regiones frontales, parietales y temporales.

A pesar de compartir estas similitudes en el neurodesarrollo, es impor-
tante observar que la ontogenia cognitiva en los chimpancés difiere de los
seres humanos en varios aspectos. Estudios conductuales sugieren que los
diferentes contextos sociales y ambientales en los que se desarrollan los
humanos y chimpancés pudieron haber sido también importantes en la
evolucién de las capacidades sociocognitivas especificamente humanas
(Burkart, Hrdy y Van Schaik 2009). Por ejemplo, mientras que los chim-
pancés jovenes no destetan hasta los 4-5 afios de edad y permanecen
estrechamente unidos a sus madres durante los primeros afios de su
desarrollo, los infantes humanos a menudo interactian con mdltiples
cuidadores y se involucran en una atencién conjunta (Carpenter y Toma-
sello 2006). Los experimentos con grandes simios enculturados demues-
tran el efecto modulador del entorno social sobre la cognicién; criados en
contacto humano en un ambiente enriquecido se asocia con un mejor
desempenio en tareas sociocognitivas y uso de herramientas (Buttelmann,
et al. 2007; Furlong, Boose y Boysen 2008; Lyn, Russell y Hopkins 2010;
Russell, et al. 2011).

Futuros estudios que investiguen si la progresion del desarrollo cortical
en el chimpancé caracteriza también a otros grandes simios (bonobos,
gorilas y orangutanes) ayudaria a identificar con mayor precisién la apa-
ricién evolutiva de estos rasgos. En este sentido, las secuencias del genoma
y conjuntos de datos del transcriptoma cerebral de varios grandes simios
pueden ser ttiles en la identificacién de la secuencia de gen especifico o
en los cambios regulatorios que contribuyen a la variacién filogenética en
el momento de desarrollo neocortical. El estudio de otras especies dura-
deras y de grandes cerebros, como los cetaceos y los elefantes, también
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podria arrojar luz sobre los mecanismos evolutivos y las limitaciones del
desarrollo de un cerebro de plastico y “cultural”.

En conjunto, nuestros resultados indican que el desarrollo del cerebro
en los seres humanos y en los chimpancés se caracteriza por un largo
periodo de sinaptogénesis cortical y un retardo en la maduracién de
ramificaciones dendriticas en las neuronas piramidales de la corteza pre-
frontal. Estos resultados sugieren que varias caracteristicas claves de la
ontogenia del cerebro humano para el mejoramiento de la plasticidad en
el desarrollo surgieron antes de la divergencia del chimpancé y los linajes
humanos. Ademas de estas similitudes compartidas del desarrollo postna-
tal temprano, fases posteriores de maduracién neocortical humana pare-
cen estar mds evolutivamente modificadas y ser distintas que en los
chimpancés, lo que implica una mielinizacién prolongada que contintia
hasta la edad adulta temprana (Miller, et al. 2012). Cuando se combina con
cambios en la organizacién social humana, la plasticidad del desarrollo
prolongada y el cambio hacia el retardo en el desarrollo de la corteza
prefrontal presente en antepasados hominidos, pudo haber incrementado
un potencial de aprendizaje para las funciones de orden superior socio-
cognitivas.

MATERIALES Y METODOS

Especimenes. Se obtuvieron muestras de cerebro fijados en formalina del hemis-
ferio izquierdo de 17 chimpancés comunes (Pan troglodytes) (gama de edad:
0-41 afios) y un caso donde sélo estuvo disponible el hemisferio derecho (5.3
anos de edad). Los chimpancés fueron ubicados segtin las pautas de Cuidado
Animal y del Comité de Uso de cada institucién y murieron por razones ajenas
a este estudio. Dentro de las 14 horas a partir de la muerte de cada individuo,
se retird el cerebro y se sumergié en 10% de formalina (vol/vol). Tras un periodo
variable de fijacion, se transfirieron los cerebros a 0.1 M PBS con solucién de
0.1 por ciento de azida de sodio y se almacenaron a 4 °C. Se disecaron bloques
de tejido de las cortezas prefrontal (drea 10), motora primaria (area 4) y
somatosensorial primaria (area 3b) y de la superficie lateral de la corteza
preestriada (area 18) y se utilizaron para inmunohistoquimica contra proteina
sinaptofisina, impregnacion rapida de Golgi y cuantificacion de sinapsis usan-
do microscopia electrénica. Se eligieron estas regiones para que fueran consis-
tentes con estudios previos en chimpancés adultos y seres humanos. Enla tabla
Slse resume un desglose de las edades y tamafos de muestra utilizados en
cada procedimiento. Debido a que los chimpancés alcanzan la madurez sexual
alrededor de 10 a 13 afos (hembras) y 12-15 afios (varones), se consideraron
como subadultos a los individuos que llegaban a la edad de 10 afios, como
juveniles a los de 5 afios y como infantes a los de 0 a 2 afos.
Inmunohistoquimica para sinaptofisina y cuantificacion estereologia. Se usaron todos
los 18 individuos para analisis de inmunohistoquimica (gama de edad: 0-41
afos). Se tiferon secciones flotantes de las regiones de interés con anticuerpos
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policlonales de conejo IgG; contra sinaptofisina, la cual es una glicoproteina de
membrana integral homo-oligomérica acida aislada de las vesiculas presinap-
ticas (dilucién 1:100, A0010; DakoCytomation). Previo a la inmunotincién, se
enjuagaron secciones en PBS y se pretrataron para recuperacion de antigeno
mediante incubacién en 10 mM de tampén de citrato de sodio (pH 3.5) a 37 °C
en un horno durante 30 minutos. Se enjuagaron las secciones y se sumergieron
en una solucién de peréxido de hidrégeno de 0.75% en 75% de metanol para
eliminar la actividad de la peroxidasa endégena, luego se incubaron en anti-
suero primario diluido en PBS con suero normal de cabra de 2% y 0.1% de
Triton X-100 por ~24 hrs. en un rotador a 4 °C. Después de enjuagarse en PBS,
las secciones se incubaron en biotinilado anti-conejo IgG (dilucién 1:200, BA-
2000; Vector Laboratories) y se procesaron con el método avidina-biotina-pe-
roxidasa usando un kit de Vectastain Elite ABC (pk-6100; Vector Laboratories).
Las secciones se enjuagaron otra vez en PBS, seguido de un enjuague en
tampon de acetato de sodio. Se revel6 la inmunorreactividad con 3,3’-diami-
nobenzidina y mejora de niquel segiin una modificaciéon de los métodos
descritos anteriormente (Shu, Ju y Fan, 1988; Van der Gucht, Vandesande y
Arckens, 2001). Se confirmé la especificidad de la reaccién mediante el proce-
samiento de secciones de control negativas como se describe, excluyendo el
anticuerpo primario. No se observé inmunotincién en las secciones de control.
Se llev6 a cabo la cuantificacion de la densidad numérica puncta sinaptofisina-
inmunorreactiva usando el software Stereolnvestigator (v9; MBF Bioscience).
Comenzando en un punto de partida al azar, se eligieron tres secciones
separadas es espacio equidistante para analisis estereol6gico. Para cuantificar
la densidad puncta sinaptofisina-immunoreactiva, se perfil6 el area que com-
prende la corteza, que abarca las capas I a VI de cada regién de interés en una
ampliacién baja y se segment6 mediante un conjunto de marcos 6ptico disec-
tores (3 x 3 pm) con un tamano de la cuadricula de cuadrados de exploracién
que oscilan entre los 400 x 400 pm y 700 x 700 pum. El andlisis de disector se
realizé bajo iluminacién Koehler usando un objetivo de aceite de 100 (Zeiss
Plan-Apochromat, N.A. 1.4). El grueso del disector 6ptico se estableci6 en 1 pm,
con un 1-um de zona de proteccién en la parte superior de la seccién. Todas
las densidades numéricas de puncta sinaptica que se derivaron de estas cuen-
tas disectoras Opticas se corrigieron mediante el grosor promedio ponderado
por el nimero de la seccién como se describi6 anteriormente (Sherwood, et al.
2007). Todos los conteos de las sinapsis se llevaron a cabo de forma ciega para
la regién de interés y edad del espécimen. Se analizaron los datos ajustando
los modelos de regresién ctibicos a las cuentas de sinapsis de cada una de las
cuatro regiones por separado usando polinomios estandarizados en el softwa-
re R (R Development Core Team, 2010). Se logré una prueba de similitudes en
el polinomio ctibico a las regiones de interés utilizando un modelo de minimos
cuadrados generalizados y un modelo lineal mixto. Los resultados se confron-
taron con la edad (0-10 afnos), donde los individuos mayores de 11 afios se
agruparon junto con adultos con el fin de enfatizar los cambios durante el
crecimiento (Fig. 1).
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Cuentas ME de densidad sindptica. Se postfijaron secciones de cuatro individuos
(0 anos, n = 1; 2 anos, n = 1, 6 anos, n = 1; edad 11, n = 1) que contenia las
regiones de interés (1% OsO,) y se tifleron con 1% de acetato de uranilo.
Después de incrustarse en Epon, se recogieron las secciones ultrafinas en las
rejillas de malla de cobre. Luego se midi6 la cuantificacion de la densidad de
sinapsis en imagenes digitales obtenidas en una transmisién ME de 1200EX
JEOL JEM con un aumento de 40,000X. Se eligieron campos de muestreo
mediante el método de muestreo al azar y se calcul6 el ntimero de sinapsis por
unidad de volumen a través de la siguiente férmula: Ny = N,/d, donde Ny es
el niimero de sinapsis por unidad de volumen, N, es el ntimero de uniones
sindpticas por unidad de superficie de un microgréfo de electrén, y d es la
longitud media de las densidades de las uniones sinapticas (Colonnier y
Beaulieu, 1985). Se analizaron cien imagenes de cada area cortical. Se obtuvie-
ron también las medidas de longitud de sinapsis delas 50 a 130 sinapsis elegidas
al azar en cada conjunto de micrografos para una regién cortical individual.
Los criterios para la identificaciéon de sinapsis incluian la presencia de una
densidad postsinaptica, vesiculas sinapticas en las membranas presinédpticas
terminales y membranas de oposicion entre las terminales pre- y postsinapti-
cas. Una sinapsis se marcaba sélo si la unién sindptica era evidente, y por lo
menos dos vesiculas sindpticas se podian ver en el componente presinaptico
de la sinapsis. Para las medidas de interreliabilidad ver el Texto IA.

Tincidn rdpida de Golgi. Se tineron bloques adyacentes (3 a 5 mm de espesor) de
14 individuos con una técnica de Golgi rdpida modificada (Scheibel y Scheibel,
1978) para cuantificacién de la morfologia neuronal. Sin embargo, sélo siete
(rango 0-9 anos de edad) rindieron una tincién completa de neurona que
cumplieron con los criterios de rastreo y cuantificaciéon (véase abajo). Los
bloques se seccionaron en un Vibratome a 120 pm, se montaron, cubrieron y
conservaron a 4°C. Se realizaron analisis morfolégicos de complejidad dendri-
tica en 10 neuronas por regién (1 = 280). Los criterios para seleccién de neurona
requerian que las neuronas fueran relativamente aisladas y sin obstrucciones,
situadas en el centro de la seccion y completas como fuera posible. Se tomaron
muestras de las neuronas de la capa V, a una profundidad similar en todas las
regiones: zona 3b, 1,314 + 733 um; zona 4, 1,040 + 548 um; zona 18, 1,062 + 468
pum; y zona 10 + 1,151 603 pm.

Las neuronas que cumplieron con los criterios se rastrearon utilizando un
fotomicroscopio Zeiss Axioplan 2 (Zeiss) equipado con una platina motorizada
Ludl XY (Ludl Electronics), un codificador de eje-z Heidenhain y una cdmara
de video de color Optronics MicroFire (Optronics) acoplada a una estaciéon de
trabajo Dell PC ejecutando el software Neurolucida (MBF Bioscience). Se
realizaron los rastreos bajo iluminacién Koehler usando un objetivo seco de 40X
(Zeiss Plan-Apochromat, N.A. 0.75) e implicé seguir dendritas en toda su
longitud en el plano z y marcar manualmente las espinas visibles. Una vez que
el rastreo se complet6, se cuantificé la morfologia neuronal en NeuroExplorer
(MBF Bioscience), segtun las siguientes medidas de morfologia dendritica,
obtenidas de la Ref. 31: (/) LDT, la suma de las longitudes individuales de todos
los segmentos dendriticos; (i) CSD, el nimero de todos los segmentos dendri-
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ticos; (iii) LSM, que es esencialmente LDT/CSD; (iv) NED, el ntimero de todas
las espinas marcadas en el arbol dendritico; y (v) DED, el ntimero de espinas
por micrémetro de longitud dendritica. También se registrd la superficie trans-
versal del cuerpo de la célula. Para cada variable de morfologia dendritica se
tomaron medidas para las dendritas basilares y apicales. Sin embargo, debido
a que las dendritas apicales eran a menudo incompletas por seccionamiento,
las comparaciones cuantitativas de longitud dendritica y nimero de la colum-
na vertebral a través de regiones corticales se limitaron a las dendritas basilares.
Todos los rastreos se realizaron de forma ciega para las regiones de interés por
CDS. y S.B., quienes fueron normalizadas con otro evaluador (A.L.B.) y
revisado por C.C.S. La confiabilidad intra- e inter-evaluador de las medidas se
determiné en buena concordancia (véase el Texto IA para mas detalles).

Debido al pequefio tamafo en la categoria juvenil y subadulto, los analisis
estadisticos se realizaron solamente en el grupo que incluye alos recién nacidos
y los infantes; los datos de los juveniles y subadultos se ilustran como puntos
individuales (Fig. 4). Para analizar las diferencias regionales en complejidad
dendritica, utilizamos un diseio ANOVA anidado (IBM SPSS 18.0), en el que
cada neurona se anidaba dentro de la regién (areas 3b, 4, 10, 18), que era
anidada dentro de cerebros individuales. Los datos para cada variable de
interés (zona de soma, LDT, CSD, LSM, NED, DED) se analizaron por separa-
do. Luego se realizaron contrastes pares mediante una correccién de Bonferro-
ni para comparaciones multiples. Los datos para las comparaciones con los
chimpancés adultos, como se muestra en la Fig. 4, se tomaron de un estudio
anterior que utilizé6 el mismo procedimiento metodolégico, e incluia siete
individuos de 35 afios.
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