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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la organizacion cito arquitectonica de la corteza

frontal del ratén durante el dia 16 del desarrollo prenatal.

Cada muestra se procesd para Microscopia optica, se realizé un analisis, cualitativo y
semi- cuantitativo de la estructura de las regiones anterior, media y posterior de la

corteza prefrontal .

Los datos se obtuvieron utilizando Microscopia Optica y el analizador de imégenes
Leika para analisis, conteo y didmetro de neuroblastos, capas y estratos de cada una

de las regiones observadas.

Los resultados muestran que en E 16 la presuntiva corteza frontal, presenta un patrén
de organizacion por laminas (la zona marginal, la placa cortical, La subplaca y la
zona intermedia). La placa cortical presenta una organizacion en estratos | y estrato

El grado de espesor en cada una de las capas de la presuntiva corteza cerebral, es
diferente a esta edad del desarrollo. Los neuroblastos en cada una de las capas

corticales, se presentaron en tres tamafos celulares (grandes, medianos y pequefios).



Este trabajo se realizé en los laboratorios de morfologia de la Facultad de Ciencias de

la Salud y Microscopia Electronica de la Universidad del Cauca.



ABSTRAC

In the following degree project the city- architectonic organization of the
frontal bark of the mouse is described during the 16 th day of the prenatal
development . Each pattern was processed for optical microscopy, a
gualitative and semmi — quantitative analysis of the anterior media and
posterior regions of the prefrontal bark was carried out. The data was
obtained by using optical Microscopy and the analyzer of images leika, for
analysis , counting and diameter of neuroblasts , layers and strata of each

one of the obsered regions.

The resultsshow that in E 16 the presemptive frontal presents en
organization pattern by thin layers ( the marginal zone, the cortical plaquette,
the sub plaquette and the intermediate zone). The cortical plaquette presents

an organization with strata : stratum | and stratum II.

The degree of thickness in each one of the players of the presumptive
cerebral barks in different at this development stage. The neuroblasts in each
one of the cortical layers were presented in three cellular sizes (large,

medium and small).

This final degree project was carried out in both the laboratories of
Morphology of the Health Sciences School and Electronic Microscopy of the

University of Cauca.



INTRODUCCION

Un notable desarrollo evolutivo interno del telencéfalo o fin del cerebro es la
formacion de la lamina superficial de las células nerviosas llamada corteza
cerebral, que tiene de 3 a 5 mm, de grosor, esta formada de asas de células

nerviosas intimamente unidas con axones y dendritas.

Las células dan al tejido una coloracion grisacea de donde le viene el nombre de
substancia gris cerebral. Los procesos nerviosos mas especializados se localizan
en esta region, y uno de los mas importantes factores que determinan la
capacidad de la corteza cerebral es la existencia de sus innumerables pliegues

gue procuran la maxima superficie posible de tejido.

En el interior de la corteza cerebral se encuentra la sustancia blanca cerebral,
esencialmente compuesta de axones. La corteza cerebral es un tejido
multicapidico, cada capa difiere en composicién celular y a nivel de conexiones
nerviosas. La organizacion de mudltiples areas en la corteza cerebral han sido

investigadas frecuentemente en primates gato, ratén, macaco, hurén.

En todos los mamiferos, la corteza prefrontal procesa secuencias de

acontecimientos y establece relaciones entre distintas actividades, es una de las
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regiones del telencéfalo con funcionalidad primordial en procesos de memoria y

aprendizaje.

La corteza pre-frontal dirige, en los humanos, el resto del cerebro o canaliza sus
actividades hacia una funcibn mucho mas especializada: el procesamiento de
simbolos y el lenguaje, constituye la region preferida para el almacenamiento de la

informacion en los animales.

Poco se conoce de su organizacion cito arquitectonica, puesto que los estudios
realizados en esta region durante su desarrollo prenatal mediante técnicas

estructurales son escasos.

Con el estudio de embriones de raton de 16 dias de gestacion se pretende
conocer su cito arquitectura y organizacion basica que nos permita comprender su

dindmica organizativa en el desarrollo temprano del cerebro.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Describir la organizacion cito-arquitectonica de la corteza pre-frontal en el dia 16

de la vida prenatal del ratén.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Correlacionar la organizacién y evolucién de las regiones anterior, media y

posterior de la corteza prefrontal del raton durante el dia 16 de la vida prenatal

e Determinar la morfologia de los neuroblastos en la corteza prefrontal temprana.

e Determinar la evolucion del espesor de las capas en la corteza pre-frontal

temprana.



PROBLEMA

La corteza pre-frontal, es una corteza de asociacion en la cual residen los centros
gue regulan, altas funciones como la memoria , juicio y prevision. Por otro lado es
una de las regiones cerebrales mas afectada por patologias tales como la
enfermedad de Alzhaimer y la Esquizofrenia. Tales hechos hacen que la corteza

cerebral sea estudiada con gran interés

El conocimiento basico de la evolucion temprana de esta regién cerebral es
escaso a pesar de un enorme valor funcional. Los recientes avances en la biologia
molecular, sefialan que la neurogénesis neuronal, los procesos de migracion y la
posterior organizacion definitiva de la corteza cerebral parecen estar regulados por
seflales moleculares. Tales eventos ocurren en el desarrollo temprano y de hecho
determinan la viabilidad funcional del sistema nervioso central, como también es
importante sefialarlo, sus alteraciones bien pueden contribuir en la explicacion de

patologias del sistema nervioso.

En este orden de ideas el estudio basico de los patrones de migracion,
diferenciacion y organizacion de la corteza cerebral temprana prenatal puede
contribuir al conocimiento de la biologia normal de esta importante region del

encéfalo.



1. ANTECEDENTES

1.1 LA CORTEZA PRE-FRONTAL

La corteza pre-frontal ocupa una gran porcion del l6bulo frontal y sufre una
expansion progresiva y diferenciacion citoarquitectbnica en vertebrados
superiores,observandose este gran desarrollo en el hombre (Clark 1932, Rakicy

col. 1982).

En los humanos es un area extensa que se encuentra por delante del area
precentral, comprende las partes mas grandes de la primera, segunda y tercera
circunvolucion frontal, las circunvoluciones orbitarias, la mayor parte de las
circunvoluciones frontal, medial y la mitad anterior de la circunvolucién del cuerpo

calloso (areas 9,10,11 y 12 de Brodmann).

Un gran numero de vias aferentes y eferentes unen el area pre-frontal con otras

areas de la corteza cerebral, el tAlamo, el hipotdlamo y el cuerpo estriado.

Las fibras protopontinas también unen esta area con el cerebelo a través de los
nacleos propios del puente.Las fibras comisurales del férceps menor y la rodilla
del cuerpo calloso unen estas areas en ambas hemisferios cerebrales. Su funcién

basica es la de realzar la personalidad del individuo desempefiando un papel
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regulador de la profundidad de los sentimientos de la persona, también ejerce su
influencia en la determinacion de la iniciativa y el juicio de un individuo como
resultado de la entrada de la informacion procedente de muchas fuentes corticales

y subcorticales. (Snell, 1997).

La corteza pre-frontal central en roedores se subdivide en 4 sub-areas: area

precentral medial, area pre-limbica, area cingular dorsal anterior y area insular.

El area precentral medial se caracteriza en el individuo adulto por presentar un
patrén de organizacion de seis capas: capa |, Il, I,V Via y Vib. Este patron de
laminacion permite diferenciar el area precentral medial de las otras areas de la

corteza pre-frontal (Van Eden y col. 1985).

En general se acepta que el area precentral medial es analoga al area 8 de
Brodmann , basados en su cito-arquitectura y aspectos funcionales. (Van Eden y

col. 1985 ,Vogth y c0l.1983)

La corteza pre-frontal juega un papel esencial en las respuestas futuras de guia o
de inhibicibn que requieren la integracion temporal de acontecimientos y que
proporcionan continuidad al proceso cerebral que conlleva el pensamiento. No se
ha propuesto ningdn mecanismo celular para explicar cdmo la representacion
mental de una respuesta o de una idea se conecta a la siguiente. Sin embargo
algunos trabajos sugieren un papel importante de la inhibicibn en el cortex

cerebral en cuanto a la sincronizacion de actividades neuronales, durante el
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desarrollo de operaciones cognoscitivas y de este modo formar el flujo temporal de

la informacion.

1.2 CONEXIONES DE LA CORTEZA: AFERENCIAS Y EFERENCIAS

A la corteza llegan fibras de diverso origen, los nucleos talamicos que constituyen
las fibras aferentes especificas, las fibras de asociacidon que ponen en relacion
varias zonas de la corteza y un grupo de fibras que establecen conexiones
directas con la formacion reticular de tallo cerebral (Bustamante 1987,

Nowakowski 1999).

Otros estudios demuestran que las proyecciones de las areas corticales alcanzan

los nucleos talamicos (Clasca y col. 1995).

En ratones las partes medial y orbital de la corteza prefrontal tiene conexiones
directas con las estructuras limbicas semejantes al area CA-1 del hipocampo
(Swanson, 1981) amigdala, (Krattek and Price 1977 ), los ganglios basales, el
septum y el hipotadlamo, refiriéndose a la corteza limbica (Divac y col. 1978,
Beckstead 1978). Ademas la corteza prefrontal recibe proyecciones
dopaminergicas del area tegmental ventral (VTA) y la sustancia negra (Lindvall et
al 1978). La corteza pre-frontal recibe una densa inervacion colinérgica
proveniente del Complejo Basal Magnocelular y principalmente del nucleo Basal

Magnocelular de Meynert (Wenk y col. 1980, Villalobos y Col, 2000).
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1.3 DESARROLLO DE LA CORTEZA FRONTAL

En el estado adulto, normalmente, la corteza cerebral esta constituida por
agregados neuronales que se organizan en forma de laminas horizontales y cuyo
namero de capas variara dependiendo de la region cortical que se estudie.

(Molnar y col 1998).

La corteza cerebral es la mayor y mas compleja formacion de la sustancia gris de
los hemisferios cerebrales. En la embriogénesis éstos se derivan de la pared del
tubo neural como una extension de las dos vesiculas telencefalicas. En el dia 13
(E 13) del desarrollo prenatal del telencéfalo, la corteza cerebral pierde su
homogeneidad estructural y aparece la laminacion fetal; ésta se inicia con la
formacion del primordio plexiforme en la parte mas lateral de la pared neural, en
éste se encuentran las prospectivas células de Retzius - Cajal y las células
polimorfas generadas entre las edades E11 y E15.(Valverde y colaboradores

1995).

De acuerdo con el comité de Boulder, durante el desarrollo prenatal del telencéfalo

se pueden distinguir en la corteza cuatro zonas.

Estas se pueden apreciar (ver figura 1) y son de la superficie pial (externa) al

lumen ventricular (interna).
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Figura 1. Esquema de las diferentes capas corticales (V) zona ventricular
(M) marginal , (I) Zona Intermedia , (S) zona subventricular, (PC)Placa

Cortical (Committe Boulder, 1982)
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1.3.1 La zona marginal. Se caracteriza por la presencia de procesos
citoplasmaticos de células ventriculares (Sauer y col, 1986) .Esta capa solo
contiene unas pocas neuronas dispersas, asi como dendritas apicales y axones
orientados radialmente con abundantes fibras (Rose 1935, Vogt and Broman
1909, Von Economo 1927) asi mismo se ha podido demostrar la presencia de

una poblacién transitoria de neuronas (Luskin y col. 1987; Chun y col 1988) .

Las poblaciones de neuroblastos no muestran un patrén definido de
organizacion, ya que se encuentran muy dispersos en la zona la cual es muy rica
en fibras, que representan la mayor parte de la zona Marginal, los elementos

vasculares son pocos y dispersos por toda la lamina. (Mina 2002)

1.3.2 La Zona Intermedia. Se ubica entre la zona marginal y ventricular (Smart,
I.H.1985). Esta zona se desarrolla como resultado de la invasion de axones

subcorticales y la migracion de las células hacia la placa cortical.

1.3.3 La placa Cortical. Se encuentra entre la zona marginal y la zona
intermedia. Otros autores la ubican entre la zona marginal y la subplaca (Van
Eden and Uylings 1985). Experimenta una diferenciacion progresiva hasta
formar una capa definitiva dentro de la corteza la cual se ubica entre la zona
marginal e intermedia. (Jacobson, 1989). Estudios realizados en el
conocimiento de la formacién de esta zona demuestran que la migracion de
neuroblastos desde la zona ventricular influye en la formacion de la placa cortical

(Tamamaki, Fujimori, Takauji 1997) .
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Mina (2002) describi6 en la placa cortical cuatro estratos (I, Il, Ill, 1V) dispuestos
de superficie a profundidad. El estrato 1 corresponde al estrato mas superficial
de la placa cortical y limita con la zona marginal; el estrato 4 corresponde al

estrato mas profundo de la placa cortical y limita con la Subplaca.

1.3.4 La zona ventricular. Constituida por epitelio pseudoestratificado
caracterizado por la presencia de células germinales, es la primera zona que
aparece durante el desarrollo prenatal, dando origen a los neuroblastos que
finalmente constituiran los distintos tipos de neuronas de la corteza cerebral

durante el desarrollo pre y postnatal (Rakic 1974).

1.3.5 La subplaca. Zona conformada por abundantes fibras y baja densidad
celular, con oblaciones de neuronas que sufren un proceso migratorio hacia otras
zonas principalmente a la placa cortical, en un sentido que se presume es incide

— out (interno —externo) (Angevine y col 1961).

Otros autores por su parte demuestran que la subplaca contiene durante su
desarrollo postnatal una poblacion transitoria de neuronas (Chanchi 1997, Chun

y col 1988, Mina 2002).

Marin — Padilla (1998), propone a partir del estudio del desarrollo de la corteza
cerebral humana, que la capa | y la subplaca evolucionan primero de la capa
plexiforme primordial. Esta caracteristica morfolégica es comdn a los anfibios,

reptiles y mamiferos. La laminacion en multiples capas que se observa en la
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corteza de los mamiferos evoluciona mas tardiamente a partir de la aparicién de

la placa cortical entre la capa | y la subplaca.

1.4 TIEMPOS DE ORIGEN, MIGRACION, Y ORGANIZACION DE LAS

NEURONAS CORTICALES DURANTE EL DESARROLLO

La corteza cerebral es un tejido multicapidico, cada capa difiere en su

composicion celular y conexiones (R. Beau Lotto y col).

La corteza cerebral de los mamiferos esta dividida dentro de su funcionalidad en
distintas areas, algunos patrones radiales de migracion neuronal se piensa
fueron esenciales para moldear estas areas, la observacion directa de migracion
celular en regiones corticales del cerebro han revelado que las células siguen
vias radiales y no radiales y que ellas tienen un sitio de origen fuera en la zona

ventricular hasta su destino en la placa cortical.( Mc Connell 1992)

Valverde y col (1995), describen en el desarrollo prenatal de la corteza, que las
primeras neuronas post mitéticas se establecen superficialmente en la zona
ventricular, en la preplaca por E12; ademas observaron figuras mitéticas en la
preplaca de E12 y E13 y se considera un posible nacimiento de neuronas
corticales externas en la zona ventricular, ellos sugieren entonces que estas

células pueden corresponder a las células de Cajal Retzius.
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Estudios en la zona ventricular mediante técnicas autorradiograficas con timidina
tritiada, han revelado el origen y posterior migracion de los neuroblastos; en
embriones de raton E11 a E 17 de gestacion al ser inyectados y examinados
una hora después, solo marcaron las células cercanas al ventriculo, en el
cerebro anterior del embrién; en embriones inyectados el mismo dia de la
gestacion (E 11 a E 17) y sacrificados 10 dias después del nacimiento mostraron
gue las células marcadas se localizaban en la materia gris de la corteza
cerebral; se demuestra asi que las células se generan en la zona ventricular y
migran hacia la superficie pial, para conformar la placa cortical que

posteriormente constituira la Corteza madura. (Rakic 1984).

Durante la migraciéon de los neuroblastos para construir la placa cortical, las
células mas recientemente formadas migran a través de aquellas que ya estan
situadas en la placa para situarse a un nivel mas superficial, este patron de
migracion es conocido como “inside — out’(de adentro hacia fuera). Asi, a partir
de la zona Ventricular surgiran: la placa cortical, la subplaca y la zona intermedia
completando 6 zonas citoarquitectonicas que constituiran la corteza cerebral.

(idem).

Las secuencias de migracion también han sido reportadas por Hicks y D'mato
(1978) en embriones de raton y posteriormente por Rakic (1984) en estudios de

la corteza visual de mono Rhesus.
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1.5 SINAPSIS EN EL DESARROLLO CORTICAL

La formacién de sipnasis es el mas importante paso en la diferenciacion y el

establecimiento de circuitos neuronales.

Un evento del desarrollo cortical determinante de los procesos de la
diferenciacion y preparacion para las exigencias funcionales de la corteza
cerebral es la sinaptogénesis. Algunos estudios de actividad sinaptica indican
gue esta se observa primero en la capa plexiforme primordial (zona marginal) y
en ambas paredes cerebrales lateral y medial, antes de la formacion de la placa
cortical y se incrementa paulatinamente, de igual manera en la corteza occipital y

lateral. (N Zecevic 1998).

El establecimiento de las primeras sinapsis en el desarrollo de la neocorteza se
ha estudiado en la corteza sensorial del feto de rata entre el dia E12 y PO del

desarrollo prenatal . (Balslev y col 1996)

Por E14 se encontraron sipnasis con espesamiento post -sinaptico y varias
vesiculas que contenian elementos presipnaticos en la capa primordio
plexiforme, antes de la aparicibn de la capa cortical, los elementos post-
sipnaticos fueron probablemente dendritas de las células de Cajal —Retzius en la
capa de primordio plexiforme y dendritas diferenciandose de las neuronas de la

presuntiva placa cortical.
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Para E 16, en adicion a la presencia de sipnasis axodendriticas y muy pocas
sinapsis axosomaticas en la zona marginal y la subplaca, sinapsis de ambos
tipos se encontraron en la placa cortical; esto es una evidencia de la presencia

de sinapsis en el desarrollo temprano del cerebro de rata. (Balslev y col. 1996).

En humanos la sinaptogénesis ocurre frecuentemente con crecimiento axonal y
dendritico, con mielinizacion de la materia blanca subcortical. Una fase de red de
eliminacién sinptica ocurre tardiamente en la infancia, mas tempranamente en
la corteza auditiva donde esta finaliza cerca de los 12 afios, no ocurre lo mismo
en la corteza prefrontal que se extiende hasta la mitad de la adolescencia.

(Huttenlocher y col. 1997).

1.6 EL PAPEL DE LAS AFERENCIAS Y EFERENCIAS CORTICALES

DURANTE EL DESARROLLO CORTICAL

En el desarrollo pre y postnatal de la corteza cerebral juegan un papel importante
en la maduracion cortical, la entrada de fibras de origen cortico — cortical y

subcortical.

Estas dltimas provienen entre otras regiones del talamo, se conocen con el
nombre de proyecciones talamo- corticales, estas proyecciones alcanzan en el
ratbn la corteza entre los dias E 13 y E18 del desarrollo prenatal (Lépez-

Bendito y col. 2003).
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En la rata se ha demostrado que las interacciones celulares pueden determinar
las relaciones talamo corticales. En el dia embrionario E14 grupos de neuronas
en el diencéfalo, ventral, dorsal y fibras talamicas pasan en orden topografico
entre ellos. Asi mismo temprana y simultdneamente axones en la subplaca, la
zona marginal (la preplaca cortical original) establecen un orden de ocupacion de

la zona intermedia.(Molnar y col. 1998)

En la rata para el dia 16 embrionario aferentes talamocorticales alcanzan la
neocorteza y cursan tangencialmente desde la zona intermedia inmediatamente
bajo la placa cortical. Para E 17 las fibras talamocorticales han iniciado su
progresion radial creciendo dentro de la corteza y se extienden a una zona poco
densa de células entre la capa IV b y el espesor de la placa cortical; para PO las
fibras talamocorticales desde un denso plexo entre las capas VI y V alcanzan la
placa cortical. Estas observaciones indican que en la rata los aferentes talamicos
llegan a la corteza a una muy temprana edad e invaden de manera progresiva la

placa cortical con un aparente periodo de “espera”. (Catalano y col. 1991)

La corteza cerebral en su desarrollo postnatal posee tres clases de fibras. Fibras
aferentes cuyos axones talamo-corticales terminan primeramente en la capa VI.
Circuitos locales, representados por interneuronas con proyecciones de células
piramidales u otras clases de interneuronas y fibras eferentes constituidas por
grupos de axones, cuyos axones corti-corticales y axones de proyeccion que se
dirigen a las diferentes areas subcorticales. (Nowakowski 1999, Creutzfeldt

1995, Walker 1938). Las conexiones aferentes de la neocorteza se desarrollan
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simultdneamente hacia el final de la embriogénesis; para el caso de las
proyecciones talamo-corticales algunas inervan temporalmente la Subplaca
antes de salir para localizarse finalmente en la placa cortical (Price, Lotto 1996).
En fetos de monos el desarrollo de las conexiones talamicas-corticales se han
identificado en tres fases. La primera los axones entran al I6bulo occipital y se
distribuyen por compartimentos; en la segunda fase los axones entran a la
corteza pero al final se distribuyen en la capa IV de diferentes maneras; en la
fase tres los axones se han segregados en territorios definidos dentro de la capa

IV (Rakic 1977).

Finalmente es importante mencionar que los procesos de la diferenciacion
cortical , tales como la laminacion y organizacion final de la estructura esta
determinada por la presencia de factores intrinsecos y extrinsecos . Los factores
intrinsecos se localizan en la corteza propiamente dicha y estan representados
entre otros por factores genéticos y difusibles que determinan la arealizacion y
laminacion cortical propiamente dicha. (LOpez- Bendito y col 2003; Boncinelli

2000)

Son considerados como factores extrinsecos las aferencias corticales
provenientes del talamo entre otros y que tendran el papel fundamental de refinar
la conectividad y organizacion final de la corteza cerebral. (L6pez- Bendito y col

2003.)



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 UBICACION

El trabajo de tesis se llevé a cabo en la Unidad de Microscopia Electrénica

ubicado en la Vicerrectoria de Investigaciones de la Universidad del Cauca,

2.2 MATERIAL ANIMAL

Se estudiaron embriones de ratones jovenes exocriados ICR (Mus musculus) de

16 dias, de vida fetal.

2.3 TAMANO DE LA MUESTRA

La muestra estuvo constituida por un namero de 10 animales por edad (E16),

determinada por embriones de la edad prenatal estudiada.

2.4 OBTENCION DE ESPECIMENES

2.4.1 Apareamiento. Se coloc6é en una caja metalica, un ratdbn macho y tres

hembras por un lapso de tres horas, hasta determinar por la presencia del tapon
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vaginal, el positivo apareamiento, se llevdO posteriormente su registro

correspondiente hasta el momento de su sacrificio.

2.4.2 Sacrificio de ratones. Para este se anestesiaron las ratas con
pentobarbital sédico por via intra-peritoneal ,se hizo laparotomia mediana y se
expusieron los cuernos uterinos extrayendo los embriones y prefundiéndolos
luego por via intracardiaca con tirodes (7,4) y Karnosky 1% (parafolmaldehido
1%,y glutaraldehido 1%). Una vez que se perfundieron se decapitaron y
postfijaron en Karnosky por 48 horas a 4 grados centigrados. Los cerebros que
se obtuvieron se procesaron, este procesamiento tuvo como fin la obtencion de
la corteza pre-frontal para luego incluir el material en parafina y ser luego

observados en microscopia optica.

2.4.3 Procesamiento de muestras. Para cumplir con los objetivos estipulados
en el trabajo se utilizd microscopia optica. Para las observaciones se secciono el
cerebro del animal, con el fin de obtener la corteza prefrontal. Posteriormente las

muestras obtenidas se incluyeron en parafina .(Ver tabla Numero 1).

2.4.4 Corte de muestras. Se hicieron cortes semifinos (10 micras) los cuales
fueron tefiidos con Violeta de Cresil, contrastados con eosina para observar al
microscopio Optico. Este proceso se llevd a cabo en el laboratorio del

departamento de morfologia de la facultad de ciencias de la salud.
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2.4.5 Anadlisis de los resultados. La descripcion realizada se hizo con base en
una division a la presuntiva corteza prefrontal en tres regiones : anterior, media
y posterior, para esta division , utilizamos como referencia el cuerpo calloso. Las
regiones localizadas por delante de la rodilla del cuerpo calloso, corresponde a la
region anterior. Las regiones localizadas por detras de la zona del cuerpo
calloso, corresponde a la regibn media , finalmente la regidon posterior,
corresponde a las regiones localizadas por detras de la comisura blanca anterior.
Esta nos permitio realizar el estudio cuantitativo y estructural de cada una de las
capas que forman estas regiones, asi mismo observar la disposicion de los
neuroblastos presentes en cada una de la zonas , su didmetro el cual nos

permitié clasificar en grandes, medianos y pequefos .

Estos datos se obtuvieron utilizando el microscopio de luz de la unidad de
microscopia Electronica marca Nikon CFW 15 X en aumentos de 4x, 20x y 40 Xx.
Se utiliz6é el analizador de imagenes LEIKA Q550IW para andlisis , conteo y
diametros de neuroblastos de cada una de las regiones , capas .y estratos

observados.
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Tabla 1. Protocolo de inclusién en parafina

PASO SUSTANCIA NUMERO DE TIEMPO
QUIMICA VECES HORAS
FIJACION FAA(Alcohol 1
3:3:1)
DESHIDRATACION Alcohol 50% 1 2
Alcohol 60% 1 2
Alcohol 70% 1 2
Alcohol 80% 1 2
Alcohol 85% 1 2
Alcohol 90% 1 2
Alcohol 100% 1 2
Xilol - Alcohol 1:1 |1 2
Xilol 1 2
IMBIBICION Parafina 1 12
INCLUSION Parafina

Tomado de manual de micro técnicas de la profesora Luz Stella Hoyos Giraldo.
Universidad del Cauca. Facultad de Educacion. Departamento de Biologia.

Popayan 1985. En el cual no se referencian fuentes.



3. RESULTADOS

Para realizar la observacion en microscopia de luz de la corteza pre-frontal del

ratén, se dividio la corteza en tres regiones: anterior, media y posterior.

Cabe anotar que cada una de estas regiones presenta una organizacion celular,
procesos de migracion, fibras y elementos vasculares que los diferencian unos
de otros. Por otro lado , indistintamente de la region siempre fue posible
observar un patron basico de organizacién de superficie a profundidad asi : La

zona marginal, la placa cortical , la subplaca. y la zona intermedia.

3.1 REGION ANTERIOR

En ella se observan las cuatro capas basicas de organizacion de la corteza
inmadura, las cuales se disponen de superficie a profundidad asi : zona marginal,

placa cortical, subplaca. y zona intermedia (ver Fig 1)

3.1.1 Zona marginal. Limita superficialmente con la pia madre y profundamente
con la placa cortical. Presenta una poblacion celular escasa y dispersa Los
neuroblastos que presenta se clasifican segin su tamafio en grandes (23,06um)

medianos (17,25 um) y pequefos.(14,3um) (ver Figura 2).
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Figura 1: Microfotograf

6n de la corteza inmadura,

de organizaci

las cuatro capas bésicas

dispuestas de superficie a profundidad: Zona Marginal (ZM), placa cortical

(PC) subplaca (SP) ) y la zona intermedia (ZI). Se observa el Ventriculo

lateral (VI).
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Figura 2: Microfotografia (40x) de la regién anterior de la corteza

prefrontal del raton a E16. Se observa la Zona Marginal (ZM), y los
neuroblastos clasificados en tres tamafos: grandes( w===), medianos

(3> )y pequeiios( H ).
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La morfologia predominante es ovalada, aunque se pueden observar
neuroblastos de formas irregulares y polinucleolados .Es posible determinar por
la coloracion de sus neuroblastos una gran afinidad al colorante. En la region
anterior esta capa se caracteriza por presentar abundante numero de fibras
nerviosas y vasos vasculares; su espesor promedio es de 29, 65 um. (ver Figura

2)

3.1.2 Placa cortical. Limita superficialmente con la zona marginal y

profundamente con la subplaca.

Esta zona se caracteriza por el abundante nimero de células estrechamente
empaquetadas, morfolégicamente esféricas. Independientemente del estrato se
observaron células de tamafios: grandes (19,44y), medianas (15,48u) y
pequefias (13,50u) polinucleolados (3 a 5 nucledlos) (ver Figura 4). Su tincion
permite diferenciar 2 estratos: estrato | hacia la zona superficial de la placa
cortical, con células intensamente tefiidas, y el estrato Il, localizado hacia las
regiones profundas de la placa, se destaca la coloracion menos intensa de sus
neuroblastos con presencia de fibras (ver Figura 5), presenta un espesor

promedio de 131,72. um (ver Figura 3).
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Figura 3: Microfotografia panoramica (10 x )de la region anterior de la

corteza pre-frontal del ratén a E16 . Se observa la Zona Marginal (ZM), la
placa cortica(PC subplaca (SP ), y la . zona intermedia (ZI) ; La tincién
de los neuroblastos en la placa cortical permite diferenciar dos estratos

celulares : estrato | (Esl) y estrato Il (EslI).



Figura 4: En la microfotografia (40x) se observan los neuroblastos
estrechamente empaquetados de la placa cortical (PC) en la regiéon, los
cuales presentan tres tamafos celulares: grandes( # ), medianos (I ) Y

pequefios (M= ).
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e Estrato |

Formado por agregados celulares estrechamente empaquetados y cuya
morfologia predominante es la ovalada. Su afinidad por el colorante es alta.

Presenta un espesor promedio de 69,65 um (ver Figura 5)

e Estrato Il

Su espesor promedio es de 68,11 um; se observa en sus células una coloracién
palida indicativo de una menor afinidad por el colorante, sus células se disponen

de manera mas dispersas que las del estrato | (ver Figura 5)

3.1.3 Subplaca. Limita superficialmente con la placa cortical y profundamente
con la zona intermedia. ( Ver Figura 1) En esta zona los neuroblastos se
encuentran dispersos y su morfologia es ovalada. Sus células estan ligeramente
tefiidas y rodeadas de abundantes fibras (ver Figura 6). Se diferencian tres
tamafos celulares: grandes (20,69um), medianos, (16,09um) y pequefios
(13,69um). (Ver Figura 6), son polinucleolares (3 a 10 nucledlos), el espesor

promedio de la subplaca es de 155, 78 pm.



Figura 5: Microfotografia(20x) de la region anterior de la corteza prefrontal
del ratén a E16. Se observa que en la placa cortical (PC) La coloracion de los
neuroblastos en esta zona permite diferenciar dos estratos celulares:
estrato | (Esl) células intensamente tefiidas vy estrato Il (Esll) células con

menor afinidad por el colorante y mas dispersas.



Figura 6: Microfotografia (20x) de la subplaca en la region anterior de la
corteza pre-frontal del ratébn a E16. Se observa la subplaca (SP) con sus
células ligeramente tefiidas, rodeadas por fibras y diferenciadas en tres

tamaros celulares: grandes ( ' ) medianogm )ypequeﬁo.'( ).
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3.1.3. Zona intermedia. Superficialmente se extiende desde la subplaca vy

profundamente limita con la zona subventricular. (ver Figura 1)

Sus células se encuentran dispersas. Los neuroblastos estan escasamente
tefidos, su morfologia es alargada y se observa una disposicion tangencial con
relacion a la superficie pial, con presencia de fibras.(ver figura 7) Se determiné la
presencia de células de tamafios grandes(35,25um), medianos (21,62um) y
pequefios (14,81um)(ver figura 8). El espesor promedio de la zona Intermedia a

este nivel es de 128,50 um.

3.2 REGION MEDIA

En esta zona al igual que en la zona anterior, la disposicién de sus células permite

diferenciar 4 capas: la Zona marginal, la placa cortical, la subplaca y la zona

intermedia. (ver Figura 9)
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Figura 7: Microfotografia (40x) de la Zona Intermedia (ZI ) en la region
anterior de la corteza pre-frontal inmadura (E16). Se observan sus células
dispersas, rodeadas por fibras, escasamente tefiidas y diferenciadas en tres

tamafios celulares: grandes ( ™), medianos ( ™)y pequefios (H ).
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Figura 8: Microfotografia (40x) en la region anterior en la cual se observa la
Zona Intermedia (ZI). Se destaca la disposicién tangencial de sus
neuroblastos con relacion a la superficie pial, ademéas de gran numero de

fibras(F).
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3.2.1 Zona marginal. Las células estan dispersas y son escasas, al igual que
en la region anterior su morfologia es ovalada y son polinucleolados, se
describen tres tamafios celulares: grandes(18,13 um), medianas (13,04um),

y pequefias(10,50um). Los neuroblastos estan intensamente tefidos.

Esta zona se caracteriza por presentar abundante namero de fibras, y vasos

vasculares., Su espesor promedio es de 33, 58 um. (ver figura 10)

3.2.2 Placa cortical. La placa cortical limita superficialmente con la zona
marginal y profundamente con la subplaca. (Ver figura 9) Esta zona se caracteriza
porque sus células estdn empaquetadas, son redondeadas aunque se pueden
observar neuroblastos de formas irregulares con tamafos celulares: grandes

(21,63um) , medianos (15,87um) y pequeiios (13,00um)(ver figura 11)

De acuerdo por su afinidad por el colorante, identificamos dos estratos; superficial
con células intensamente tefidas y profundo con células levemente tefidas. Esto
corresponde a los estratos | y 1l descritos en la regién anterior. La placa cortical

presenta un espesor promedio de 121,61um
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Figura 9: Microfotografia panoramica (4x) de la regiéon media, se observan
las cuatro capas basicas de organizaciéon de la corteza inmadura, dispuestas
de superficie a profundidad: Zona Marginal (ZM), placa cortical (PC) subplaca
(SP )y la zona intermedia (ZI).

Ventriculo lateral (VI).
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Figura 10: Microfotografia (40x) de la Zona Marginal (ZM) en la regién media
de la corteza inmadura. Sus células estan dispersas, su morfologia es
—) ) » )
ovaladay se describen tres tamafnos celulares: grande ( ), medianos ()

pequefnos ( ).
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e Estrato |

Los neuroblastos presentes en esta zona estan estrechamente empaquetados.
Su morfologia predominante es la ovalada. La tincion de sus células permite
observar una alta afinidad por el colorante, Presenta un espesor promedio de

80,93um

e Estrato Il

En esta zona los neuroblastos se presentan dispersos y polinucleolados. Sus
células son morfolégicamente redondeadas y es evidente su afinidad escasa
por el colorante. El espesor promedio de este estrato es de 41, 63um (ver figura

11)

3.2.3 Subplaca. Superficialmente limita con el estrato Il de la placa cortical e

internamente con la zona intermedia. (ver figura 9)
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Figura 11: Microfotografia (40x) de la placa cortical (PC) en la regién media.
Latincion de los neuroblastos en esta zona permite diferenciar dos estratos
celulares: estrato | (Esl) células intensamente tefiidas y estrato Il (Esll)
células con menor afinidad por el colorante y mas dispersas; es posible
identificar células de tres tamafos celulares: grandes ( q ), medianos

( ' )y pequefios (2 ).
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Los neuroblastos presentes estan dispersos y con una morfologia redondeada, se
aprecian ceélulas de formas irregulares y polinucleolares rodeados de abundantes
fibras; Las células son: grandes(15,75um), medianas (12,08um) y pequefas
(10,25um).(ver Figura 12) Se destaca por una coloracion menos intensa de sus
neuroblastos. A este nivel la subplaca presenta un espesor promedio de 113,11

um

3.2.4 Zona intermedia. Las células presentes se encuentran ligeramente
dispersas y morfolégicamente son fusiformes y polinucleolares. La zona presenta
algunos elementos vasculares. Se describen tres tamafios celulares, grandes
(31,00um), medianos (17,04um) y pequefios (10,06um)(ver figura 13), levemente

tefiidos. En la zona media esta capa presenta un espesor promedio de 122.02 pum



Figura 12: Microfotografia (20x) de la subplaca (SP) en la region media de la

corteza prenatal (E16). Se observan neuroblastos ligeramente tefiidos,
rodeados por fibras (F)y de tres tamafios celulares: grandes (‘ ),

medianos 7 )y pequefios (l ).
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Figura 13: Microfotografia (40x) de la Zona Intermedia (ZI ) en la region

media de la corteza pre-frontal. Se observan sus células dispersas, con
presencia de elementos vasculares(V) y de fibras(F). Se observan

neuroblastos de tres tamafios celulares: grandes ( ‘), medianos ( ‘y

pequefios (.').
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3.3 REGION POSTERIOR

Siguiendo un patrén basico de organizacion laminar, en esta zona se pueden
observar y diferenciar 4 capas: la zona Marginal, la placa cortical, la Subplaca y

la Zona Intermedia (ver Figura 14)

3.3.1 Zona marginal. Sus células estan dispersas y son morfolégicamente
ovaladas aunque también se aprecian células de formas irregulares; son
polinucleolares. Se presentan tres tamafios celulares: grandes(22,56um),
medianas (12,25um) y pequefias (10,31um). Se observa una gran afinidad de sus
células por el colorante. Es una zona con abundantes fibras y vasos sanguineos,

su espesor promedio de 76,92 um. (ver Figura 15)

3.3.2 Placa cortical. Zona que limita superficialmente con la capa marginal y
profundamente con la subplaca, sus células estan fuertemente empaquetadas, y
su morfologia predominante es la redondeada. (ver Figura 14) Por la afinidad al
colorante fue posible distinguir 2 estratos celulares, uno superficial (estrato 1) y
otro profundo (estrato Il). El espesor promedio de la placa cortical a este nivel es

de 80,37um. (ver Figura 16).
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Figura 14: Microfotografia panoramica (4x )de la region posterior de la
corteza pre-frontal prenatal del ratén. De superficie a profundidad se
observan la Zona Marginal (ZM), la placa cortical (PC), la subplaca (SP) y la

zona intermedia(Zl) . Es visible el Ventriculo lateral (VI).
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Figura 15: Microfotografia (40x) de la Zona Marginal (ZM) en la region
posterior. Presenta  una poblacion celular escasa y dispersa, con

abundantes fibras (F). Se observan neuroblastos de tres tamafios: grandes(

), median®=X )y pequed®; (). [
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° Estrato |

Zona de mayor empaquetamiento celular, con neuroblastos polinucleolares.
A diferencia de los neuroblastos del estrato profundo que estan pobremente
tefidos, este estrato se destaca por presentar neuroblastos intensamente tefiidos.

El espesor promedio del estrato | es de 46,118 um . (ver Figura 16).

. Estrato Il

Presenta a diferencia del estrato | células dispersas. La afinidad por el colorante
es menor. En el estrato se pueden observar algunas fibras y vasos sanguineos. El

espesor promedio del estrato Il es de 35,69 um .(ver Figura 16).

3.3.3 Subplaca. Se observan células en procesos de migracién hacia la placa
cortical. Sus células estan medianamente empaquetadas y morfolégicamente son
redondeadas y polinucleolares. Se observaron neuroblastos de tamafios grandes
(21,94pum), medianos (16,60 pm) y pequeiios (13,94um). Con una mediana
afinidad por el colorante con mayor cantidad de fibras y elementos vasculares.(ver

figura 17). El espesor promedio de la Subplaca a este nivel es de 134,79 pm .
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Figura 16: Microfotografia (20x) de la region posterior de la corteza pre-
frontal prenatal del raton. Se observa la Zona Marginal (ZM), y la placa
cortical (PC) , en esta se pueden apreciar los dos estratos celulares : estrato
| (Esl) y el estrato Il (Es Il) , asi mismo los tres tamarfios celulares: grandes

( ==» ), medianos (3 ) y pequefios ( ')
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3.3.4 Zonaintermedia. La zona presenta menor empaquetamiento celular, y sus
neuroblastos son morfoldégicamente fusiformes y polinucleolares. Su afinidad por el
colorante es media. Se observan células de tamarfos: grandes (23,69um),
medianas (14,73 um)y pequefas (10,25um). (ver Figura 18). La zona intermedia
es rica en fibras y vasos sanguineos. El espesor promedio de esta zona es de

132,57pm .

3.4  ANALISIS SEMI-CUANTITATIVO DE LA ESTRUCTURA CITO -

ARQUITECTONICA DE LA CORTEZA PRE-FRONTAL INMADURA.

Con el objeto de ampliar la descripcion de cada region cortical , realizamos la

medicion de algunas caracteristicas cito-arquitectonicas de la corteza pre-frontal.
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Figura 17: Microfotografia (40x) de la subplaca (SP) en la regidon posterior de
la corteza prenatal. Se observan sus células ligeramente tefiidas, y de tres

tamafnos: grandes (_’ ) ,medianos ( ,) y pequefos ( l}).
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Figura 18: Microfotografia de la Zona Intermedia (ZI) , en la region posterior
de la corteza prenatal del ratén. Es muy rica en fibras, entre las cuales se
observan neuroblastos con distintos grados de tincion. Se pueden identificar

células de tamafios, grandes (™= ), medianos @ )y pequefios @ )
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3.4.1 Espesor de las capas corticales segun la region. En nuestras mediciones,
se observo que la zona marginal presentd un espesor promedio sensiblemente
mayor en la region posterior que en las regiones media y anterior, en las cuales el
espesor promedio de la capa parecio ser sensiblemente similar (Ver Figura 19; tabla

2).

La placa cortical incrementd su espesor promedio desde la region posterior a la

region anterior en un claro gradiente rostro — caudal. ( Ver Figura 19; tabla 2)

La subplaca en la region anterior es la capa de mayor espesor promedio; no ocurrié

esto en las regiones media y posterior (ver Figura .19; tabla 2).

Finalmente la zona Intermedia presentd en la regidn posterior un maximo valor del
espesor promedio comparado con los valores de las regiones anterior y media, las

cuales mostraron un espesor muy similar. (Ver Figura. 19, tabla 2).

3.4.2 Espesor de los estratos i y ii de la placa cortical segun la region. En la
descripcion cualitativa de la placa cortical se detecté diferencias en el espesor de los
estratos, segun la regién que estuviéramos estudiando. El estudio semicuantitativo
permitié establecer que el estrato | de la regibn media , siempre fue el de mayor
espesor comparado con la regiones anterior y posterior; por otro lado el estrato Il de
la regidn anterior present6 un espesor promedio mayor que el espesor observado en

las regiones media y posterior (ver Figura. 20 y tabla 3).
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3.4.3. Tamafios celulares de los neuroblastos por capas en cada region de
la corteza pre-frontal. Al realizar las mediciones de los neuroblastos
determinamos la presencia de tres tamafios celulares: grandes, medianos y
pequefios. Independientemente de las capas, (zona marginal, placa cortical,
subplaca y zona intermedia ), 0 de la region que se estudiara (anterior, media y
posterior ) siempre encontramos los tres tamafios descritos (ver Figura 21, 22y

23; tabla 4).

Tabla 2. Espesor promedio (um) de las capas corticales

Regidon anterior Region media Regidon posterior

(n=10) (n=10) (n=10)
Espesor um | +/- | Espesor um | +/- |Espesor um | +/-
Marginal 29,65| 3,64 33,58| 1,09 76,92|2,34
Placa cortical 131,72 | 1,90 121,61|0,55 80,37|2,07
Subplaca 155,78 | 1,77 113,11|0,77 134,79 (1,04
Zona 128,50| 1,76 122,02(1,84 132,57 (0,86

intermedia
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Tabla 3. Espesor promedio (um) de los estratos |y Il de la placa cortical

Regidon anterior Region media Regidn posterior
(n=10) (n=10) (n=10)
Estrato | Estrato |l Estrato | Estrato I Estrato | | Estrato Il
Placa 69,65 68,11 80,93 1,63 46,18 35,69
+/- +/- +/- +/- +/- +/-
cortical 1,07
1,45 1,4 0,71 0,59 0,64

Tabla 4. Tamafos promedio de los neuroblastos en la corteza prenatal.

ANTERIOR (um) (n=50) | MEDIA (um) (n=50) | POSTERIOR (um) (n=50)

Peq. Med. | Gran | Peq. | Med. | Gran | Peq. | Med. | Gran

ZONA 14,38 |17,27 23,06 |10,50 |13,04 |18,13 |12,25 |12,25 |22,56

MARGINAL

PLACA 13,50 1548 19,44 |13,00 |15,87 |21,63 |14,19 |15,75 |18,88

CORTICAL

SUBPLACA 113,69 (16,09 |20,69 |10,25-|12,08 |15,75 |13,94 |16,60 |21,94

INTERMEDIA 14,81 |21,62 |[35,25 [10,06 |17,04 31,00 |10,25 14,73 |23,69-
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Figura 20. Espesor promedio de los estratos de la placa cortical
en las regiones de la corteza frontal temprana
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Figura 21. Didmetro promedio de los neuroblastos
en laregidon anterior de la corteza frontal por capas
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Figura 22. Diametro promedio de los neuroblastos

en laregion media de la corteza frontal por capas
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4. DISCUSION

Siguiendo un patrén general de organizacién de la corteza prefrontal temprana en
E16, Creutzfeldt, (1995) propone que en los vertebrados la corteza cerebral se
desarrolla muy tempranamente en la vida prenatal y la generacion de
neuroblastos, su posterior migracion varia segun la especie en espacios
temporales diferentes; Estos procesos explican la aparicion temprana de la placa
cortical en los desarrollos pre y postnatal dando origen posteriormente a la

corteza propiamente dicha.

En este trabajo el estudio detallado de la organizacion de la corteza cerebral
inmadura me permite, de acuerdo a criterios como grado de empaquetamiento
celular , densidad, presencia de fibras , de elementos vasculares , grado de tincion
de los neuroblastos , espesor de las capas y el tamafo de los neuroblastos ,
determinar el grado de organizacion y maduracion de la corteza en el dia 16 de la
vida prenatal a partir de la comparacion realizada entre las regiones en las cuales

subdividimos la corteza frontal.

Se establecié que en el dia 16 del desarrollo prenatal (E16) la corteza inmadura
presenta un patrén de organizacion de 4 capas corticales las cuales de superficie

a profundidad son: la zona marginal, la placa cortical, la subplaca, la zona
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intermedia. Dicho patron de organizacion fue comun en todas las regiones de la

presuntiva corteza frontal temprana (anterior, media y posterior).

Van Eden y col 1985 en la descripcion del desarrollo de la corteza frontal de la
rata, describieron una organizacion morfolégica y estructural similar a la que
nosotros reportamos en el raton. En general la placa cortical en la vida prenatal
temprana, se caracteriza por procesos de migracion , diferenciacion neuronal y

procesos preliminares de organizacion de las presuntivas capas corticales .

La corteza cerebral es la superficie altamente plegada del hemisferio cerebral, y su
forma se genera durante el proceso de evolucion, cuando el volumen de la corteza
cerebral de los primates se incrementa mas rapidamente que el volumen del
craneo; es el componente mayoritario del cerebro humano. Una de sus
caracteristicas morfolégicas mas impresionantes es la organizacion de sus
neuronas en varias capas (I-VI), que estan controladas de manera muy eficaz para
poder llevar a cabo las conexiones adecuadas en los lugares precisos. Por otra
parte, la posicion de las neuronas en distintas capas esta asociada a su "fecha de
nacimiento”, es decir, el momento en que el precursor neuronal se divide por
ultima vez para dar lugar a lo que se llama una neurona post-mitética (no se puede
dividir mas). Se ha demostrado que las neuronas mas "viejas" se encuentran en
las zonas mas profundas, mientras que las neuronas mas "jévenes" se sitlan en
capas mas superficiales de la corteza. Por lo tanto, esta organizacion neuronal

cortical en capas se alcanza gracias a una secuencia de diferenciacion neuronal
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donde los procesos de migracion ejercen un papel muy importante. Sin embargo,
los mecanismos por los que las neuronas de diferentes capas adquieren

propiedades distintas no se han elucidado aun. (Pujades 2000)

En conclusién la revision general de la organizacion de la corteza inmadura nos
indica, que a esta edad, aun no es posible diferenciar con claridad la presencia de

la organizacion laminar caracteristica de esta parte del encéfalo.

En nuestro estudio, la zona marginal presenté en cada una de las tres regiones
(anterior, media y posterior), una grado de organizacion similar caracterizado por
presentar abundante numero de fibras nerviosas y vasos vasculares, una
poblacion escasa y dispersa, neuroblastos de formas irregulares, con una gran
afinidad por el colorante, el cual indica menor grado de maduracion celular y

clasificados en tres tamafios celulares (grandes, medianos y pequefios)

El espesor promedio de la zona marginal fue sensiblemente mayor en la region
posterior, comparado con el espesor hallado en la region anterior. Lo descrito
podria sugerir un gradiente de diferenciacion caudo- rostral de la zona marginal o

presuntiva capa |.

Se ha reportado que hacia el dia 14 de la vida prenatal, la zona marginal empieza
a mostrar algunos elementos vasculares y células dendriticas de Cajal Retzius ,

aun antes que aparezca la placa cortical y la subplaca . Para el dia 16 de la vida
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prenatal ya se encuentran sipnasis axodendriticas y axosomaticas en la zona
marginal similares a las observadas en la placa cortical y en la subplaca. (Baslev
y col. 1996). Lo anterior indica un grado de diferenciacion celular avanzado para

esta edad del desarrollo cerebral.

Chanchi (1997) en su estudio de la corteza prefrontal del raton entre los dias E12
a PO del desarrollo prenatal y postnatal encontré6 que la zona marginal es de
escaso espesor y presenta una baja densidad celular y una presencia rica en

fibras.

Rose (1935), Vogt and Brodmann (1909), Von Economo (1927), reportan que la
zona marginal se caracteriza por contener solo unas pocas neuronas, dispersas,

dendritas apicales y axones orientados radialmente con abundantes fibras.

De igual manera se ha podido demostrar que esta zona presenta una poblacion
transitoria de neuronas (Luskin and Shatz 1985, Chun, Nakamura, Chatz 1987,

Chun and Shatz 1988).

Mina (2002) de manera similar a nuestro estudio, en su descripcion del desarrollo
de la corteza frontal del raton recién nacido (PO) menciona que esta zona
presenta una gran cantidad de fibras y pocos neuroblastos dispersos ya
establecidos en ella, donde la migracién de estos es pobre y presumiblemente a

esta edad del desarrollo ya se han establecido de manera definitiva.
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Jacobson (1989) describe que la placa cortical en los animales superiores
comienza a desarrollarse muy temprano durante el desarrollo pre y postnatal; su
presencia indica un desarrollo cortical temprano, diferentes grados de
organizacion cortical , una antesala de los procesos de diferenciacion de las
distintas poblaciones celulares que conformaran las laminas de la corteza

propiamente dicha.

Nuestros resultados reportan la presencia de neuroblastos en distintos grados de
diferenciacion celular que permitieron por su disposicion identificar hacia el dia
E16 del desarrollo prenatal, la existencia de una placa cortical, limitada
superficialmente por la zona marginal y profundamente por la subplaca. La placa
cortical present6 un patron de organizacion similar en las tres regiones estudiadas
(anterior, media y posterior), con presencia de fibras, empaquetamiento leve de
sus neuroblastos que debido a su afinidad por el colorante nos permitié identificar

dos estratos celulares: estrato | y estrato Il.

La menor afinidad de los colorantes del estrato Il, indican un mayor grado de
diferenciacion comparado con el observado en los neuroblastos del estrato | .

Lo anterior claramente sugiere la presencia de un gradiente de diferenciacion
ventro — dorsal, ya descrito en otros trabajos en distintas especies de animales

(Van Eden vy col 1985, Fairen y col 1998, Jacobson 1989).

Por otro lado dicho patron presente en la placa cortical muestra que las células

estan migrando en un sentido “inside — out”, en el cual las células menos



66
diferenciadas se disponen mas superficialmente en la corteza inmadura (Pujades

2000).

Por su parte Mina (2000) al dia PO del desarrollo postnatal a diferencia de
nuestros resultados reporto la presencia de cuatro estratos en la placa cortical. Tal
diferencia probablemente es debida a que hacia el dia E 16 de la vida prenatal ain
no han alcanzado la placa cortical, neuroblastos que se instalaran mas
tardiamente en el desarrollo de esta parte de la corteza cerebral temprana y que
presumiblemente originaran las capas Vla y VIb hacia el desarrollo postnatal

(Mina 2002, Van Eden vy col 1985)

Estas apreciaciones sugieren que en el desarrollo prenatal, las células mas
diferenciadas migraron a través de los estratos que presentaban células mas
diferenciadas .Hicks y col (1984), Rakic (1974), en sus estudios en ratones y
monos Rhesiu basados en secuencias de porcentajes de migracion de las
neuronas jovenes de zona ventricular a la placa cortical, reportaron que esta es
inicialmente uniforme pero después se transforma expandiéndose con el tiempo, y
gue tal comportamiento de migracion sugiere que esta asociado con los procesos
de diferenciacion celular y que por lo tanto se puede hablar de un gradiente de

migracion Ventro — Dorsal , también conocido con el nombre de Inside - Outside.

Los resultados de nuestro estudio mostraron diferencias en el espesor de la placa
cortical, cuando los comparabamos entre las regiones ( anterior , media y

posterior).
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Autores previos (Jacobson 1989) han sugerido que el grado de dispersién o
empaquetamiento de las poblaciones de los neuroblastos en el desarrollo, pueden
indicar el grado de maduracién de una estructura cerebral. De acuerdo con lo
anterior las diferencias de espesor observadas para la placa cortical, entre las
regiones, sefialan que la region anterior presenta una placa cortical mas madura

que la region posterior en un claro gradiente de diferenciacion rostro — caudal.

Chanchi (1997 ) en su estudio de la sinaptogénesis de la corteza frontal del raton
entre la edad prenatal E 12 y PO , encontré6 que la Subplaca , sélo se hace
presente en el desarrollo prenatal hacia el dia E 16. Nuestro estudio si lo
corrobora. La subplaca presenta neuroblastos originados en la zona ventricular o
del neuroepitelio que bordea las superficies ventrales, migran en gradiente inside
— outside y que segun Van Eden y col. (1985) muchas células deben superar en

su transito hacia la placa cortical , esta capa.

La subplaca en E 16 se caracteriza por presentar neuroblastos en diferentes
procesos de migracién ventro — dorsal y en las cuales fue posible identificar
distintos grados de diferenciacion de acuerdo con su afinidad por el colorante y su
posicion de migracion propiamente dicha(ventral o dorsal). Por otro lado en
nuestros resultados demostramos que el espesor de la Subplaca varia segun la
region que estudiaramos (anterior, media o posterior). Dichas variaciones
permitieron definir en la placa cortical un gradiente de diferenciacién rostro —

caudal.
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Estos resultados coinciden en general con el patron de diferenciacion rostro —
caudal descrito para la Subplaca por Mina (2002) en el desarrollo prenatal de la

Corteza frontal.

Nuestros hallazgos sugieren, que los patrones de diferenciacion cortical
establecen desde la vida prenatal temprana y muy probablemente antes del dia

E16 de la vida prenatal.

Chanchi (1997) y Mina (2002) en su estudio de la corteza frontal de ratén
reportaron que el proceso de migracion y la densidad de los neuroblastos
indiferenciados en la subplaca de la region posterior es mucho mayor que en las
regiones anterior y media. Sin embargo, en nuestro estudio en E 16 mostro
procesos de migracién hacia la placa cortical similares en cada una de las
regiones ; esta diferencia podria explicarse de algin modo en la edad de

desarrollo estudiada.

Recientemente se ha sugerido la importancia que podria tener la subplaca en los
procesos de llegada o arribo de axones provenientes de otras regiones cerebrales,
como en el caso de las fibras talamicas . Se ha propuesto que las células de la
subplaca ademas de establecer contactos sinapticos transitorios, podrian producir
factores de guia axonal, que influenciarian el desarrollo cortical temprano y tardio.

(L6pez Bendito y col. 2003).
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En nuestros resultados encontramos una zona intermedia muy diferenciada
comparada con las otras capas de la corteza en esta edad del desarrollo prenatal.
Lo anterior se comprueba al mostrar que en general , independientemente de la
region, siempre fue posible observar células escasamente tefiidas y por otro lado
fue dificil establecer un verdadero gradiente de diferenciacion rostro- caudal o

caudo- rostral, al observar valores en el espesor de la zona bastantes similares.

Estas observaciones son similares a las descritas por Jacobson (1985), Rakic

(1972) y Morales (2002), en la Zona Intermedia de roedores y monos.

La zona intermedia es una zona de transicion entre la zona germinal y las capas
superficiales de la corteza hacia la cual migran los neuroblastos. La zona ademas
se caracteriza por la presencia de abundantes numero de fibras de origen

subcortical.



CONCLUSIONES

En E 16 la presuntiva corteza frontal presenta un patrén de organizacion por
laminas que se reconocio por la presencia de la zona marginal , placa cortical,

subplaca y zona intermedia.

El patrén de organizacion es similar a las tres regiones en las cuales se dividio

la corteza frontal (anterior, media y posterior.)

En E 16 la placa cortical presenta una organizacién en estratos: estrato | y

estrato Il

El grado de espesor de cada una de las capas de la presuntiva corteza

cerebral es diferente en esta edad del desarrollo.

El tamano de los neuroblastos en cada una de las capas, independiente de las
regiones estudiadas se presenté en tres tamafios celulares (grandes, medianos

y pequefios).

El grado de coloracién, la presencia de fibras, la dispersién celular sufrio

variacion en las diferentes capas y regiones de la corteza inmadura.



RECOMENDACIONES

El presente trabajo puede ser de gran interés en el campo del neurodesarrollo y de
las neurociencias en general, forma parte de una serie de estudios histoldgicos
sobre la organizacion y diferenciacion de células de la corteza cerebral de

mamiferos, con sus tinciones respectivas y su posterior analisis.

Invita a su continuidad, retomando aspectos que lo lleven a una mejor ilustracion
ya que es poco lo que se conoce sobre la organizacién cito-arquitectonica de la
corteza puesto que los estudios realizados en esta regién durante el desarrollo

prenatal , mediante técnicas estructurales son escasos.
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