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DESARROLLO DE LA INERVACION DEL MIEMBRO POSTERIOR DEL
EMBRION DE RATA BLANCA (RATTUS NORVERGICUS, BERKENHOUT, 1769)

DEVELOPMENT OF RAT EMBRYO (RATTUS NORVERGICUS, BERKENHOUT, 1769) HINDLIMB
INNERVATION
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Resumen

Se describe el patron de inervacion del miembro posterior con el establecimiento de los plexos lumbosacros y
los nervios femoral, cidtico, tibial, fibular y plantares en el embrion de rata (Rattus norvergicus). La metodolo-
gia utilizada permitié una mejor visualizacion de este fendmeno biologico y su relacion con otras estructuras
corporales como cartilago, ganglios sensoriales y médula espinal ya que todas ellas sufren cambios que se
presentan tanto en el espacio como en el tiempo. Ademas, el modelo 3D generado sera de gran utilidad para
posteriores investigaciones en este campo, al igual que de herramienta docente para ilustrar de manera sencilla
y adecuada este complejo fendmeno.
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Abstract

This work describes the pattern of rat embryo hind limb innervation. Especially in relation to the lumbosacral
plexus and femoral, ciatic, tibial, fibular, and plantar nerves. The methodology used (3D reconstruction at
different developmental stages) allowed a better visualization of this biological phenomenon and its connection
to other structures and tissues like cartilage, sensory ganglia and spinal cord, as all these structures and
nerves change over time as well as spacially. The 3D model generated will be useful for other studies on this
research field, and it also represents an educational tool that simply and clearly illustrates this complex

phenomenon.
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INTRODUCCION

La inervacion es el modo de distribucion anatémica
y funcional de los nervios que permite la transmi-
sién de un impulso nervioso a una region del orga-
nismo. Esta inervacion implica la formacion de co-
nexiones muy precisas desde las neuronas hasta sus
blancos, es decir, requiere de una alta especificidad
para que las prolongaciones en crecimiento lleguen
a los tejidos blanco y la propagacion de impulsos
nerviosos a través de las fibras que se formaron sea
correcta (Al-Ghaith y Lewis, 1982; McLennan,
1983; Ross, et al., 1997; Yip y Yip, 1992).

En el caso del sistema motor, el proposito de estu-
dios hechos con vertebrados es entender como la
motoneurona debe interactuar con el patron de de-
sarrollo de los musculos para formar las conexio-
nes precisas requeridas para un movimiento coor-
dinado (Landmesser, 1984). Esto ha llevado a mu-
chos investigadores a buscar modelos diferentes
para el estudio de la especificidad de la reinervacion,
asi como para definir la topografia interna de los
nervios seleccionados (Honig et al., 1998).

El interés de hacer este estudio en la rata se debe a
que en este animal se han hecho la mayoria de las
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investigaciones sobre la regeneracion del nervio
periférico (Lowrie y Vrbova, 1992; Mirnics y
Koerber, 1995), desconociendo aun el estableci-
miento del patron de inervacion de este nervio del
miembro posterior en las diferentes etapas
embrionarias de este animal.

El estudio a desarrollar, junto con los ya realiza-
dos en diferentes especies de vertebrados, seran
la pauta para dar inicio a una linea de investiga-
cion que en un futuro, mediante la comparacion
de estos, ayudaran a establecer si hay un patréon
general de inervacion durante el desarrollo embrio-
nario. La utilizacion del patron de desarrollo pue-
de servir de guia para el establecimiento de este
en el humano y asi se pueda contribuir en los estu-
dios de regeneracion de los nervios, debido a que
hasta el momento no existen sistemas que asegu-
ren una reconexioén correcta de los nervios
seccionados y sus blancos, conduciendo a una
recuperacion funcional cuya calidad es dificil de
predecir (Montoya et al., 2002).

Hasta el momento se han hecho algunos estu-
dios sobre el establecimiento del patron de
inervacion en raton (Bogusch, 1992; Wanek et
al., 1989), en pollo (Al-Ghaith y Lewis, 1982;
McLennan, 1983; Wang y Scott, 1997), en co-
nejo (Cameron y McCredie, 1982) y en rata
(Montoya et al., 2002), pero ningtn estudio ha
llegado a una reconstruccion espacial y tempo-
ral, razon que lleva a hacer un estudio completo
sobre el patron de inervacion y reconstruccion
de este tipo, factor importante ya que se trata
de un fendmeno que varia tanto en el espacio
como en el tiempo.

Este proyecto plantea generar modelos
tridimensionales, a diferentes momentos del desa-
rrollo, que muestren la distribucion espacial de la
inervacion del miembro posterior del embridon de
rata en relacion con otras estructuras corporales
como cartilago, vasos sanguineos, mesénquima,
musculos, ganglios sensoriales y médula espinal. Este
modelo servira tanto de insumo para posteriores
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investigaciones en este campo, como de herramienta
docente para ilustrar de manera sencilla y adecua-
da este complejo fenémeno.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas gravidas adultas de 300-400 g
de la especie R. norvergicus de la cepa Wistar, tipo
genético exocriado, de E 13, E 14, E 17y E 19
dias de gestacion, correspondientes a los estados
de desarrollo (segiin Witschi), 27,29, 34 y 35, res-
pectivamente (Baker et al., 1980; Hill, 2000). Las
ratas fueron proporcionadas por el Bioterio de Pro-
duccidn del Instituto Nacional de Salud (INS), don-
de se criaron en condiciones de alimentacion, lumi-
nosidad, humedad, temperatura y sonoridad con-
troladas. Se usaron 6 ratas gravidas con un prome-
dio de 12 embriones cada una.

Las ratas gravidas se sacrificaron con una sobredosis
intraperitoneal de ketamina de 100 mg/rata
(Weisbroth y Fudens, 1972) y en los casos en que
esta sobredosis no fue efectiva se usaron mascaras
de éter. Se extrajeron los embriones y fueros ubi-
cados en formaldehido 4% durante 5 dias a 4 °C.
Se tomaron cuatro embriones de cada edad, se rea-
lizaron los cortes de dos embriones los cuales fue-
ron analizados y encontrando una similitud en el
desarrollo entre estos se reportaran los resultados
de un embrion. La edad de los embriones se esta-
blecio de acuerdo a las caracteristicas morfologicas
externas y tamafio del embrion teniendo en cuenta
los criterios de Baker et al. (1980) y Hill (2000).

Para el procesamiento de los embriones se sigui6 el
protocolo propuesto por Nakao e Ishizawa (1994)
y Prophet et al. (1995).

Se realiz6 una diseccion para obtener miembros
posteriores derechos, que incluyeran una parte de
columna vertebral. Se les hizo un lavado en amorti-
guador fosfato tres veces durante 10 min cada uno.
La deshidratacion se hizo con concentraciones cre-
cientes de etanol: al 50% tres lavados de 5 min cada
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uno; al 70% tres lavados de 5 min cada uno; y al
90, 95 y 100% dos lavados de 10 min cada uno.
Finalmente, la impregnacion en parafina que incluye
dos bafios en xilol de 10 min cada uno y tres bafios
en parafina de una hora cada uno.

Se realizaron cortes seriados de 10 um de espesor
cadauno. Los cortes fueron realizados en disposi-
cion transversal para las edades de 17 y 19 dias 'y
en el caso de las edades de 13 y 14 dias la seccion
del tronco y los miembros posteriores debido a su
posicion se cortaron longitudinalmente (figura 1), los
cortes se realizaron en direccion proximo-distal. Se
utiliz6 la coloracion de hematoxilina-eosina usando
el protocolo propuesto por Hurtado (1990). Des-
pués de la coloracion de los tejidos se realizd un
montaje usando una cantidad apropiada de
Entellan®, cubriendo los cortes con laminillas.

El Proximal

— > Distal
Dorsal Ventral

Figura 1. Esquema de la disposicion (lineas) de los cortes
realizados para cada una de las edades trabajadas. A.- E 13
yE14;B.-E17yE 19.

Se procedio al analisis de los cortes realizados por
medio de observaciones microscopicas (microsco-
pio 6ptico), fotografias (fotomicroscopio) y
digitalizacion de iméagenes (microscopio digital) para
la reconstruccion tridimensional de la distribucion
de las fibras nerviosas y el estudio de los tejidos
relacionados con los nervios en desarrollo (Bogusch
y Dierichs, 1995). Los pardmetros que se tomaron
en cuenta al realizar el analisis fueron: presencia o
ausencia de haces de fibras, ubicacion de los haces
de fibras y tipos de tejidos que estan cerca de los
haces de fibras. Los parametros antes menciona-
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dos se tomaron en cuenta para cada edad y nivel
del embriodn realizado.

Analisis de cortes. Inicialmente se digitalizaron
los cortes seriados y se almacenaron en un medio
magnético. Debido a la gran cantidad de cortes
obtenidos no se digitalizaron todos los cortes, uni-
camente ciertas secciones las cuales fueron esco-
gidas siguiendo varios criterios como fueron el
cambio y la ubicacidon que presentaban las fibras y
las estructuras que facilitaran su ubicacion a lo lar-
go del miembro posterior. Los puntos de referen-
cia tisulares utilizados para las edades de 13 y 14
dias de gestacion fueron la médula espinal y los
ganglios sensoriales y para las edades de 17y 19
dias de gestacion fueron la médula espinal, los
ganglios sensoriales y los primordios cartilaginosos
de la columna vertebral y la cadera (primera sec-
cién-cadera), primordio cartilaginoso femoral (se-
gunda seccion-muslo), primordio cartilaginoso
tibial y fibular (tercera seccidon-pierna), y los
primordios cartilaginosos plantares (cuarta seccion-
tarsos, metatarsos y dedos).

La digitalizacion se hizo con un microscopio digital
Intel QX3 a 60X controlado por su respectivo pro-
grama informatico QX3™ Microscope software.
Cuando los cortes a digitalizar eran muy grandes,
fue necesaria la toma de la imagen en varios cam-
pos. Las imagenes se almacenaron en formato BMP'y
se manejo el contraste de tal manera que se volvieron
imagenes binarias (blanco y negro) necesarias para la
formacion de la imagen tridimensional posterior.

Con el programa Scion Image las imagenes
digitalizadas se procesaron y se realizaron los mon-
tajes correspondientes en los casos en que las ima-
genes se tomaron en mas de un campo debido a
su dimension. Con ayuda de este programa y un
microscopio Zeiss, utilizando magnificaciones de
50, 100y 400 X, se dibujaron en el corte los ha-
ces nerviosos y se delimitaron los ganglios senso-
riales, la médula espinal, y los tejidos
cartilaginosos. Fue necesario convertir las image-
nes a un formato BMP reconocido por los pro-

129



Actual Biol 27(83):127-141, 2005

gramas informaticos EM (sEM) Align e IGL Tra-
ce, usando el programa Convert.

Posteriormente, utilizando el programa informatico
“Software serial EM (sEM) Align”, se alinearon
los cortes. El programa informatico /GL Trace,
permiti6 delimitar las regiones correspondientes a
los nervios y a otros tejidos en cada corte, utilizan-
do colores diferentes para cada uno de ellos. Ade-
mas de generar el archivo de reconstruccion 3D.
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Finalmente las reconstrucciones se visualizaron con
un programa Visor para realidad virtual (Solidview).

El programa informatico Scion Image (de libre dis-
tribucidén) se obtuvo del sitio de internet
<www.scioncorp.com>. Los programas
informaticos Align, Convert, Trace y los visores
VRML se obtuvieron del sitio Internet: <http://
synapses.mcg.edu/tools/index.stm> (también de li-
bre disposicion para su uso).

Figura 2. Nervios periféricos identificados. A.- Plexo lumbosacro (linea continua) y nervio femoral (linea punteada) E 13,
X200. B.- Plexo lumbosacro E 17 (linea continua), X800. C.- Nervio femoral E 14 (linea continua), X200. D.- Nervio (linea
continua) y arteria femoral (linea punteada) E 17, X800. E.- Nervio ciatico E 13 (linea continua), X200. F.- Nervio ciatico E 14
(linea continua), X400. G.- Nervio ciatico E 17 (linea continua), X2000. H.- Nervio ciatico E 19 (linea continua), X1000. I.-
Nervio tibial (linea continua) y fibular (linea punteada) E 19, X800. J.- Detalle nervio tibial E 19 (linea continua), X1000. K.-
Nervios plantares E 17 (circulo punteado), X400. L.- Detalle nervio plantar E 17 (linea continua), vaso sanguineo (linea
punteada), X800. M.- Esquemas del nivel del corte en los embriones E 13, E 14, E 17 y E 19. Simbologia: (CF) primordio
cartilaginoso fibular; (CP) primordios cartilaginosos plantares; (CT) primordio cartilaginoso tibial; (G) ganglios sensoria-

les; (VL) primordio cartilaginoso vertebral.
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RESULTADOS

Para este estudio se identificaron los plexos
lumbosacros, los nervios ciatico, femoral, tibial,
fibular y plantares (figura 2) y las estructuras tales
como médula espinal, ganglios sensoriales (en las
cuatro edades) y cartilago (en E 17 y E 19), y se
reconstruyeron secciones correspondientes a estas
estructuras. Adicionalmente, se reconstruy¢ el con-
torno el cual nos permitird la ubicacion espacial de
las estructuras mencionadas anteriormente.

En E 13 lamédula espinal se ha extendido a lo largo
del embridn en direccion proximo-distal y los ner-
vios raquideos han crecido siguiendo areas de
mesénquima difuso en direccion dorso-ventral (co-
rrespondientes a los futuros agujeros intervertebra-
les) que se encuentran en las zonas de mesénquima
mas condensado que posteriormente formaran el
molde cartilaginoso de las vértebras dando origen a
los plexos lumbosacros (figuras 2A y 3A).

Los plexos lumbosacros son alimentados a lo largo
del desarrollo por haces que salen inicialmente de
lamédula espinal y los ganglios sensoriales, y que al
unirse forman troncos que se extienden hacia la re-
gion ventral de la muestra (figura 3A). Para E 14
esta ubicacion se mantiene aumentando su comple-
jidad y compactacion (figura 3B). En E 17 anivel
de las vértebras lumbares ubicadas frente a las
diapofisis craneales se localizan los plexos los cua-
les se observan como grandes haces que varian en
cuanto a su tamafio, compactacion y complejidad,
siendo estas dos ultimas mayores en comparacion
conlo observadoen E 13 y E 14 (figuras 2 A-B). A
esta edad se observa claramente los haces que ali-
mentan al plexo desprendiéndose de la médula
espinal y los ganglios sensoriales atravesando los
agujeros intervertebrales (figura 3C). En E 19 los
plexos se ubican de forma similar a lo observado
para E 17 variando en cuanto a su complejidad y
compactacion de los haces de fibras, lo cual es
mayor. A partir de los plexos lumbosacros se origi-
nan varios nervios periféricos, siendo el femoral y el
ciatico los mas notorios (figuras 8 A-B).
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Figura 3. Reconstrucciones 3D de la diferenciacion del
plexo lumbosacro y el nervio femoral del miembro poste-
rior. A.- E 13 (51 cortes). B.- E 14 (43 cortes). C.- E 17 (28
cortes). D.- E 19 (46 cortes). E.- E 13 (104 cortes). F.- E 14 (29
cortes). G.- E 17 (24 cortes). H.- E 19 (52 cortes). I.- Esque-
mas de E 13, E 14, E 17 y E 19, las lineas muestran las
secciones reconstruidas. Simbologia: (CC) primordio
cartilaginoso de la cadera; (CF) primordio cartilaginoso
femoral; (D) dorsal; (G) ganglios sensoriales; (M) médula
espinal; (NF) nervio femoral; (PL) plexos lumbosacros;
(V) ventral; (VL) primordio cartilaginoso vertebral.

En las cuatro edades, el nervio femoral, se origina a
partir de una ramificacion que se desprende del plexo
lumbosacro. En las edades iniciales (E 13 y E 14)
se observa como un grupo de haces ubicados hacia
la parte medial superficial del miembro (figuras 2 A
y C). Al avanzar en los cortes en direccion proxi-
mo-distal, se van observando varias regiones del
nervio, la cuales cambian de tamafio y longitud.
Segun lo observado en los cortes realizados y en la
imagen 3D obtenida, el nervio femoral se ubica ha-
cia laregion anterior medial del miembro, en la su-
perficie de este. En E 13 esta comenzando a des-
prenderse del plexo aumentando su extension en E
14 (figuras 2 Ay C; 3 E-F; 8 A-B).
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En E 17 este nervio es inicialmente profundo a nivel
de los primordios cartilaginosos de la cadera y a
medida que se va acercando a la region del muslo
cambia de direccion haciéndose mas superficial y
desplazandose hacia la parte medial del muslo y
continua en la misma ubicacion hacia la region distal
del primordio cartilaginoso del fémur (figura 3G).
En la pierna el nervio femoral mantiene su ubicacion
aumentando el nimero de ramificaciones y finali-
zando al inicio de los primordios cartilaginosos de
los tarsos. Para E 19 este nervio mantiene la ubica-
cion y direccion proximo-distal, observadaen E 17,
presentando ramificaciones en todo su recorrido
(figuras 2D; 3H; 8 C-D).

Similar al nervio femoral, el nervio ciatico se origina
desde el plexo lumbosacro (figuras 8 A-C). Este
nervio se ubica en la region profunda del miembro,
inervando la parte posterior de este. Desde E 13
este nervio se observa como un haz en forma de
tronco muy prominente en la region media del bo-
ton, el cual a esta edad est4 ingresando al miembro
y posteriormente, en E 14 se ubica mas incluido en
este (figuras 2 E-F; 4 A-B).

Para E 17 a nivel de la unién entre los primordios
cartilaginosos del acetabulo y el fémur, se despren-
de el nervio ciatico del plexo lumbosacro y se ex-
tiende a lo largo del primordio cartilaginoso del fé-
mur en la parte profunda del muslo, y asi se mantie-
ne en toda su extension. A esta edad el nervio se
observan mas compacto conrelacionaE 13y E 14
(figuras 2 G; 6 A-C). En E 19, el tinico cambio apre-
ciable del nervio ciatico fue en cuanto a su aparien-
cia sin mostrar diferencia en cuanto a su ubicacion,
extension y direccion proximo-distal, con respecto
a E 17 (figuras 2H; 4 Cy E; 8 C-D).

ParaE 13 y E 14, los nervios femoral y ciatico son
los mas importantes (en termino de tamafio) que se
pudieron localizar, lo que no significa que son los
unicos que se encuentran. En estas edades, los ha-
ces estan acompanados por grandes vasos sangui-
neos, en donde el inico vaso identificable fue la aorta
(figura 7F).
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Figura 4. Reconstrucciones 3D de la diferenciacion
del nervio ciatico del miembro posterior. A.- E 13 (40
cortes). B.- E 14 (46 cortes). C.- E 17 (24 cortes). D.- E
17 (77 cortes). E.- E 19 (26 cortes). F.- Esquemas de E
13,E 14, E 17y E 19, las lineas muestran las secciones
reconstruidas. Simbologia: (CC) primordio
cartilaginoso de la cadera; (CF) primordio
cartilaginoso femoral; (D) dorsal; (G) ganglios senso-
riales; (M) médula espinal; (NC) nervio ciatico; (PL)
plexos lumbosacros; (V) ventral; (VL) primordio
cartilaginoso vertebral.

La compactacion para los plexos lumbosacros y
los nervios femoral y ciatico en el caso de las
cuatro edades varia, haciéndose mas notoria en
E 19. Para E 13 la compactacion es baja, obser-
vandose como hilos dispersos limitados por un
tejido de dificil reconocimiento (figura 6A). Para
E 14 la compactacion de los haces es muy simi-
lar que la observada en E 13. Se observan como
un grupo de hilos dispersos manteniendo una mis-
ma direccion los cuales se encuentran limitados
por un tejido dificil de reconocer (figura 6B). En
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E 17 los haces tienen un grado de compactacion
alto, observandose como grupos de fibras
aglutinadas con forma definida, rodeadas por un
tejido no identificado (figura 6C), pero el cual a
esta edad es mucho mas evidente comparandolo
con E 13 y E 14. Sin embargo, algunos no alcan-
zan a tener una compactacion completa en don-
de parte del haz tiene las fibras mas dispersas en
comparacion con el resto. En E 19 los haces tie-
nen una compactacion completa con forma defi-
nida y el tejido que lo rodea aunque es evidente,
aun no es posible identificar (figura 6D).

En E 17y E 19, a la altura de la parte media
del cuerpo del primordio cartilaginoso del fé-
mur, se presenta una division del nervio ciatico,
formando los nervios tibial y fibular (figuras 2
G-J; 8 C-D).

El nervio tibial al desprenderse del ciatico, sigue un
recorrido profundo, paralelo al primordio cartila-
ginoso del fémur. Al entrar a la pierna se ramifica en
fibras las cuales se identifican inicialmente a nivel de
los condilos del primordio cartilaginoso del fémur.
Algunas de estas ramas van a ubicarse entre los
primordios cartilaginosos de la tibia y la fibula, man-
teniendo esta ruta hasta llegar a los primordios
cartilaginosos de los metatarsos. Al llegar a estos se
ubican hacia la parte posterior, inervando el talén y
la planta extendiéndose hasta llegar a los primordios
cartilaginosos de las falanges y formando los ner-
vios plantares (figuras 2 K-L; 5 E-F).

El nervio fibular al desprenderse del cidtico sigue
una ruta que lo ubica hacia la parte externa de la
articulacion rotular. Distal a este punto el nervio se
ubica entre los primordios cartilaginosos de la tibia
y la fibula (figuras 2I; 5 C-D). Hacia el extremo
distal de los primordios cartilaginosos de la tibia y
la fibula, el nervio comienza a ramificarse y se ubica
hacia la parte anterior de la pata, distribuyendo al-
rededor de los primordios cartilaginosos del talon y
extendiéndose hasta los primordios cartilaginosos
de las falanges, formando los nervios plantares (fi-
guras 5 E-F).
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Figura 5. Reconstrucciones 3D de la diferenciacion de
los nervios tibial, fibular y plantares del miembro pos-
terior. A.- E 17 (36 cortes). B.- E 19 (28 cortes). C.- E 17
(36 cortes). D.- E 19 (28 cortes). E.- E 17 (56 cortes). F.-
E 19 (46 cortes). G.- Esquemas de E 17 y E 19, las lineas
muestran las secciones reconstruidas. Simbologia: (CT)
primordio cartilaginoso tibial; (Cf) primordio
cartilaginoso fibular; (CP) primordios cartilaginosos
plantares; (D) dorsal; (NT) nervio tibial; (Nf) nervio
fibular; (NP) nervios plantares; (V) ventral.

Esta distribucion se presenta de forma similar
paraE 17y E 19 (figuras 8 C-D), en cuyas eda-
des la diferencia mas notoria que se observa es
la compactacion de los haces nerviosos aumen-
tando en E 19 (figuras 6 C-D). En este caso para
E 17y E 19 el desarrollo de los nervios tibial y
fibular ya es evidente, y aunque dieron origen a
los nervios plantares no se puede asegurar si las
fibras en su totalidad ya han alcanzado sus blan-
cos o si la inervacion observada en este estadio
es la definitiva debido a las limitaciones de la
metodologia utilizada.
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Figura 6. Compactacion de haces nerviosos. A.- E 13
plexos lumbosacros, X2000. B.- E 14 nervio ciatico, X800.
C.-E 17 nervio ciatico, X2000. D.- E19 Nervio tibial, X2000.
Linea continua muestra los diferentes haces nerviosos.

Al igual que los haces nervioso, los tejidos encon-
trados cerca de estos sufren cambios notorios de
los cuales se hara una descripcion breve seguida-
mente.

Para el nivel de desarrollo de E 13 se puede apre-
ciar que el tejido circundante a la ruta seguida por
los haces es tejido tipo mesénquima en su mayo-
ria, el cual esta presentando condensacion, pro-
ceso que hasta ahora se estd iniciando, aspecto
que puede ser observado debido a las diversas
agrupaciones de células mesenquimaticas que se
presentan (figura 7A).

En cuanto a E 14 el cambio que se observa no es
mayor al que se presenta en E 13, ya que en gene-
ral el tejido circundante es tejido tipo mesénquima,
el cual como se mencion6 anteriormente esta en
proceso de diferenciacion y con respecto a la edad
anterior se presentan mayor numero de condensa-
ciones (figura 7B).

Para E 13 y E 14 en la médula espinal la materia
gris es de facil apreciacion, observandose la ma-
teria blanca en formacion (figura 7G).

En algunos casos los haces estan acompafiados
por grandes vasos sanguineos, en donde el tnico
vaso identificable en E 13 y E 14 fue la aorta
(figura 7F).
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En E 17 una subpoblacion del mesénquima ha su-
frido procesos de diferenciacion formando cartila-
go (figuras 7 C-D). Ademas se encuentran otras
condensaciones que mas adelante daran origen a
los musculos (no se identificaron los diferentes
primordios musculares en este trabajo) (figura 7E).
Estos procesos en E 19 se observan de forma similar.

e 1

Figura 7. Tejidos. A.- Mesénquima E 13, X1000. B.-
Mesénquima E 14, X200. C-D.- Cartilago en diferenciacion,
X600-X800 respectivamente. E.- Futuras masas muscula-
res X400. F.- Aorta E 13, X800. G.- Médula espinal E 14,
X800. H.- Médula espinal E 17, X800. Linea continua
mesenquima; Linea punteada cartilago. Simbologia: (AA)
aorta; (G) ganglios sensoriales; (M) médula espinal; (Mm)
futuras masas musculares.

Para estas edades en la médula espinal se obser-
va la diferencia entre estructuras como la materia
gris y la materia blanca, las astas estan comen-
zando a proyectarse y el canal neural se esta de-
finiendo (figura 7H).

Con lo expuesto con anterioridad se puede descri-
bir el patron de inervacion seguido por las fibras
nerviosas en el miembro posterior del embrion de
rata, el cual muestra un progreso en direccion proxi-
mo-distal. La diferenciacion observada en los ner-
vios indica que la inervacion se presenta en forma
simultanea tanto en direccion dorso-ventral como
proximo-distal.
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PL NF nC

DORSAL VENTRAL

Figura 8. Esquemas del patron de inervacion observado
enE 13,E 14,E 17y E 19. Simbologia: (NC) nervio ciatico;
(Nf) nervio fibular; (NF) nervio femoral; (NP) nervios
plantares; (NT) nervio tibial; (PL) plexos lumbosacros.

DISCUSION

Debido a la escasa informacion que se tiene sobre
el desarrollo de la inervacion de miembros en rata
en sus estados embrionarios y a la importancia que
han tenido los estudios de regeneracion en esta,
es determinante entender como son llevados a
cabo estos procesos lo que permitiria inferir dos
grandes interrogantes de la neurobiologia: como
las fibras encuentran el camino hasta sus blancos?
y como son formados las conexiones neuronales
especificas?

Aunque con este estudio no se da respuesta a
esas grandes interrogantes, se genera una base a
estudios posteriores que permitiran dar respues-
ta a estas.

Segun Gilbert (2000) y McLennan (1983), las ru-
tas que tiene los haces de fibras en desarrollo no
son al azar sino que tienen un patron de inervacion
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que permite que este proceso se lleve a cabo, afir-
macion que puede ser corroborada en este estudio
con las rutas de inervacion seguidas por los dife-
rentes nervios identificados, refiriéndonos
especificamente a los plexos lumbosacros y los ner-
vios femoral y ciatico, encontrados en las cuatro
edades trabajadas (E 13, E14,E17yE 19)yalos
nervios tibial, fibular y los plantares, encontrados
en las edades mas avanzadas (E 17y E 19).

En este estudio, por medio de las reconstrucciones
obtenidas, se logré observar de manera precisa la
forma, ubicacion y distribucion de los nervios y las
estructuras relacionadas, al igual que permiti6 de-
mostrar la relacion espacial entre las fibras nervio-
sasy las estructuras relacionadas y mostrar los cam-
bios morfologicos y la interaccion que se presenta
entre estos a lo largo del desarrollo embrionario.

Se iniciara discutiendo el patron de inervacion se-
guido por el plexo lumbosacro en las cuatro edades
trabajadas, el cual para todas las edades presentd
un patron definido en cuanto a su ubicacion, difi-
riendo con respecto a la complejidad de su estruc-
tura, siendo complejidad definida como el numero
de ramificaciones que alimentan al plexo a medida
que se va desarrollando a través del tiempo.

Las fibras que alimentan a los plexos nacen en la
médulay los ganglios sensoriales en los cuales exis-
ten neuronas que poseen receptores capaces de
reconocer moléculas quimiotropicas ubicadas en el
ambiente por el cual crecen las fibras, y que deter-
minan las rutas que deben seguir estas fibras y los
blancos a los que deben llegar (Coonan et al., 2002).
Estas moléculas pueden ser repulsivas o atrayen-
tes, y sillegan a cambiar pueden causar errores en
ruta de inervacion (Andrews y Mastick, 2003;
Bagnard et al., 2000; Becker y Becker, 2002;
Dontchev y Letourneau, 2002; Finger et al., 2002;
Gilbert, 2000; Honig et al., 1998; Isbister et al.,
2003; Kaufman, 1992; Landmesser et al., 1988;
Marie y Blagburn, 2003; Sanes et al., 2000; Sharma
y Frank, 1998; Shimizu et al., 2000; Wright et al.,
1995).
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La similitud encontrada en el patron de distribucion
de los plexos en las edades estudiadas, muestra que
este ya estd establecido a la edad de 13 dias de
gestacion como lo afirma Mirnics y Koerber (1995)
variando a lo largo del desarrollo la estructura del
plexo en cuanto a su complejidad (definido ante-
riormente), y a la compactacion de las fibras. Esto
puede explicarse teniendo en cuenta que a medida
que se desarrollan, las fibras que lo forman van pre-
sentando cambios moleculares en la membrana, que
generan una afinidad mayor entre ellas que hacia las
células del tejido circundante como se presentaba
en las edades iniciales (13 y 14 dias de gestacion)
(Al-Ghaith y Lewis, 1982; Gilbert, 2000;
Landmesser et al., 1988).

Simultdneamente a la edad de 13 dias de gestacion
se presenta la ramificacion de los grandes troncos
nerviosos (femoral y ciatico), desde el plexo
lumbosacro. Los nervios femoral y ciatico al igual
que el plexo presentan una ruta establecida la cual
se mantiene durante el desarrollo embrionario va-
riando en su compactacion y extension en el miem-
bro (Mirnics y Koerber, 1995).

La extension esta determinada por el grado de con-
densacion y diferenciacion del mesénquima, al igual
que las moléculas generadas por este (Cameron y
McCredie, 1982). Simultaneo a esto, existen fibras
pioneras que lideran la inervacion y que a medida
que la fibra se desarrolla generan moléculas que
hacen que el mesénquima sufra una maduracion,
proceso que simultdneamente permite que la fibra
siga su ruta presentandose periodos de espera (sin
determinar en este caso), los cuales explicarian la
diferencia presentada en cuanto a la extension de
los troncos nerviosos entre las edades E 13 y E 14
(Al-Ghaith y Lewis, 1982; Gilbert, 2000; Kaufman,
1992; Mirnics y Koerber, 1995; Sanes, et al., 2000;
Wang y Scott, 2000).

En E 17 una subpoblacion del mesénquima ha su-
frido procesos de diferenciacion formando cartila-
g0, el cual genera moléculas quimiorepulsivas que
limitan el desplazamiento de las fibras evitando que
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se introduzcan dentro de este (Becker y Becker,
2002; Bernhardt y Schachner, 2000; Kaufman,
1992; Oldekamp, et al., 2004). Este cartilago a esta
edad presenta diferentes estadios de diferenciacion,
los cuales se mantienen en E 19.

Segtin la distribucion observadaen E 13 y E 14,
de los nervios que estan ubicados cerca de con-
glomerados de células que posteriormente gene-
raran cartilago, se podria pensar que estos emiten
desde sus estados de diferenciacion temprana,
ciertas sefales que restringen la ubicacion del haz
y hacen que este se mantenga en la ruta de
inervacion establecida.

También se encuentran otras condensaciones que
mas adelante daran origen a los misculos (sin iden-
tificar), los cuales desde que se estan diferenciando
generan moléculas que intervienen en la ruta de
inervacion. Ademas, existen fibras nerviosas que
desde el origen estan destinadas a inervar estas
masas musculares, dichas fibras generan diferentes
moléculas que les permiten fascicularse selecti-
vamente con axones que comparten destinos simi-
lares a lo largo de su trayecto y al encontrar su blan-
co se unen a este con ayuda de moléculas del me-
dio que promueven la interaccion axdn-miotubo
(Honig et al., 1998; Landmesser, 1984; Milner et
al., 1998), haciendo a las masas musculares blan-
cos especificos en el proceso de inervacion.

Elnervio tibial y el nervio fibularen E 13 y E 14 no
fueron identificados, esto puede confirmar lo repor-
tado por Coggeshall et al. (1994), quienes afirman
que hasta E 15y E 16 las fibras entran al miembro
y empiezan un desarrollo distal sin alcanzar sus blan-
cos. Sin embargo, Mirnics y Koerber (1995) afir-
man que en E 14 las fibras se extienden a lo largo
de la pierna dando origen a los nervios plantares
mediales y laterales, los cuales hasta E 15 penetran
en la pata.

En este caso para E 17 y E 19 el desarrollo de los
nervios tibial y fibular ya es evidente, y aunque die-
ron origen a los nervios plantares no se puede ase-
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gurar si las fibras en su totalidad ya han alcanzado
sus blancos o si la inervacion observada en este
estadio es la definitiva debido a las limitaciones de
lametodologia utilizada.

En cuanto a los nervios plantares, solo se logro iden-
tificados en E 17 y E 19 como se ha venido men-
cionando, esto debido al grado de desarrollo que
se presenta a este nivel. Sin embargo, no ha sido
posible contrastar nuestras observaciones con tra-
bajos de otros autores, ya que la mayoria de los
trabajos existentes en el area solo mencionan estos
nervios de forma tangencial, o simplemente no los
tienen en cuenta.

La relacion espacial que se observa entre los ha-
ces nerviosos y las estructuras relacionadas, nos
lleva a asumir que la ruta de inervacién seguida
por los nervios esta influenciada por factores tan-
to intrinsecos como extrinsecos, que llevan al de-
sarrollo de los nervios hasta su blanco especifico
y si se presenta alguna alteracion de estos facto-
res causa errores en el patron generando conexio-
nes inespecificas o erroneas con sus blancos (mu-
taciones). Los factores intrinsecos estan represen-
tados por las interacciones membranales axdn/axon
y los extrinsecos por las moléculas identificadas
en otros estudios las cuales se ubican difusas en el
ambiente, principalmente en el mesénquima, el cual
es el tejido con el que presentan mayor contacto
desde sus inicios, siendo el precursor de estructu-
ras como el cartilago y los musculos, entre otros;
o actlian como dominios de la membrana célula/
axon, las cuales a pesar de no haber sido, en algu-
nos casos, identificadas especificas para rata por
su accion se podria pensar que tienen una influen-
cia sino igual, es similar.

La laminina, mencionada como una molécula guia
en el crecimiento axonal en el SNP por su impor-
tancia en el mantenimiento de los fasciculos ner-
viosos mas que como guia de estos, aunque no se
descarta la posibilidad que existan otros comple-
jos de laminina que tengan una funcién en el creci-
miento de los axones (Yip y Yip, 1992). Las
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netrinas y las slits se cree que forman un gradiente
quimiotactico a lo largo de la via de exploracion
del cono de crecimiento. En otros casos, esos fac-
tores pueden generar efectos en la direccion de la
migracion del cono en un punto de eleccion espe-
cifico (Cooper, 2002; Hirata et al., 2001, Sanes
etal., 2000). Las conectinas, identificadas por su
especificidad neuromuscular, las cuales son expre-
sadas bajo el control directo de un gen homedtico
en la superficie de un subgrupo de motoneuronas
y las células musculares que inervan, al igual que
las fasIl y faslIl y las semall, que actian como
factores repulsivos (Sanes et al., 2000; Tannahill,
1997). Otras moléculas identificadas por su ac-
cion local o de largo alcance en la guia axonal han
sido la fibronectina, la tenascina, las caderinas y
las CAM (moléculas de adhesion celular); y como
guias de largo alcance se encuentran las
semaforinas y neurotropinas, entre otras
(Andrews y Mastick, 2003; Bagnard et al., 2000;
Bogusch y Dierichs, 1995; Cooper, 2002; Finger
et al., 2002; Fredette et al., 1996; Fu et al.,
2000; Gilbert, 2000; Honig et al., 1998; Isbister
et al., 2003; Sanes et al., 2000; Wright et al.,
1995). Ademas de las moléculas identificadas se
han encontrado genes como los 4ox, encarga-
dos de la iniciacion del crecimiento del miembro
y los genes netrin que ayudan a la correcta
inervacion de los musculos (Sanes et al., 2000;
Wahba et al., 2001).

Aunque en la actualidad se conoce mucho sobre la
accion de estas moléculas en el desarrollo del siste-
ma nervioso, aun falta conocer como el axon puede
integrar las sefiales simultdneas que recibe y gene-
rar una sola, y como ellos pueden adaptar sus res-
puestas mientras se desplazan a lo largo de su ruta
de inervacion. Sin embargo, la mayoria de estos
estudios se han realizado en el sistema nervioso cen-
tral (SNC) y muy pocos en el sistema nervioso pe-
riférico (SNP), pero el hecho que las neuronas de
los dos sistemas presenten interacciones repulsivas,
da a creer que las moléculas que influyen en el SNC
también lo pueden hacer en el SNP pero de forma
diferente (Cooper, 2002; Sanes et al., 2000).
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En cuanto a la presencia de haces relacionados
con los vasos sanguineos es debido a que estos
requieren de una inervacion temprana, ya que
¢sta es la fuente de obtencidon de alimento por
parte del embrion (Gilbert, 2000; Ross et al.,
1997).

En este estudio la reconstruccion tridimensional ha
sido de gran utilidad, ya que permite observar las
relaciones topograficas que se presentan a lo largo
de su desarrollo entre los nervios estudiados y las
estructuras que lo rodean, aspecto importante para
comprender la ruta de inervacion que se presenta
en el miembro posterior del embrion de ratay que
so6lo puede ser conocido en su contexto
tridimensional.

A medida que el tiempo de desarrollo transcurre,
los haces nerviosos tienden a aumentar su comple-
jidad, lo que se ve reflejado en un mayor volumen y
area superficial (observaciones no publicadas). Di-
cho aumento se presenta en las estructuras relacio-
nadas en proporciones similares. Este suceso im-
plica que el area de interaccion entre los nervios
con las células del medio aumente, al igual que la
cantidad de interacciones entre estos, aspecto que
se refleja en el nivel de compactacion y desarrollo
de los haces y en la diferenciacion de los tejidos
circundantes, entre otros.

El aumento en el numero de interacciones puede
influenciar el grado de compactacion y desarrollo
de los haces, posiblemente, porque genera un cam-
bio molecular que lleva a un cambio en la afinidad
tanto en la relacion axon/axén como en la relacion
axon/célula. Sin embargo, esto no puede ser pro-
bado en este estudio, ya que el nimero de muestras
tomado no es suficiente para determinar dicha can-
tidad de conexiones.

Con base en datos preliminares del Grupo, se
observa que el desarrollo no se da igual para to-
dos los haces nerviosos tratados; presentdndose
el pico de desarrollo para cada uno a diferente
edades.

138

Suarez-Rairan et al.

Los plexos lumbosacros y los nervios femoral,
ciatico, tibial fibular y plantares en las edades en las
cuales se observaron presentaron un patron de
inervacion establecido en cuanto a su ubicacion,
difiriendo con respecto a la compactacion, exten-
sion en el miembro y a la complejidad de su estruc-
tura, esto ultimo con respecto a los plexos
lumbosacros.

Larelacion espacial que se observa entre los haces
nerviosos y las estructuras relacionadas, nos lleva a
asumir que la ruta de inervacidn seguida por los
nervios esta influenciada por moléculas o elemen-
tos que ejercen respuestas negativas y positivas en
los axones, las cuales estan ubicadas principalmen-
te en el mesénquima, el cual es el tejido con el que
presentan mayor contacto desde sus inicios, siendo
este el precursor de estructuras como el cartilago y
los muisculos entre otros.

El cartilago interviene en la ruta de inervacion, limi-
tando el desplazamiento de las fibras al evitar que
se introduzcan dentro de este, lo cual ocurre desde
sus estados de diferenciacion temprana. Esto se
presenta de forma similar con condensaciones que
mas adelante daran origen a los musculos, los cua-
les desde que se estan diferenciando intervienen en
la ruta de inervacion al ser blancos especificos o
por contrario evitando el paso de las fibras a través
se ellos. Ademas de intervenir en la ruta de
inervacion que siguen las fibras, la interaccion que
se presenta entre los nervios y el mesénquima se ve
reflejada en la compactacion de las fibras y su ex-
tension en el miembro.

Los puntos de referencia tisulares utilizados presen-
taron una diferenciacion a lo largo de las edades
trabajadas lo cual se relaciona con la diferenciacion
de los nervios y se presenta en forma coherente con
el desarrollo morfoldgico del miembro. Aunque para
las edades de E 17 y E 19 dias de gestacion ya se
ha dado la diferenciacion hasta nervios plantares no
se puede asegurar si las fibras en su totalidad ya
han alcanzado sus blancos o si la inervacion obser-
vada en este estadio es la definitiva.
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Para resaltar, la reconstruccion tridimensional
como herramienta metodoldgica que facilita la
comprension de los fendmenos que cambian
tanto en el tiempo como en el espacio. Ade-
mas, es muy util para la enseflanza, especial-
mente en dreas como anatomia, morfologia,
embriologia, en los cuales es indispensable
conocer las relaciones espaciales y tempora-
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