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RESUMEN )

Para realizar este estudio utilizamos 11 encéfalos provenientes de perros mestizos
mesocefalicos que tenian un peso promedio de 15 Kg. Dichos encéfalos fueron
fijados en formol al 10% durante tres meses, luego de los cuales procedimos a
determinar las dimensiones de peso, largo, ancho y alto. Posteriormente realizamos
varios cortes que fueron tefiidos mediante la técnica de Mulligan con el fin de
obtener diversas vistas del encéfalo (mediana, transversas y coronal) las cuales
fueron fotografiadas y digitalizadas por medio de un escaner. El estudio
morfométrico fue realizado mediante la aplicacién de un programa de analisis de
imagenes (SigmaScan Pro ®, Jandel version 3.0). Con el fin de evitar errores de
distorsion, antes de realizar €l estudio morfométrico, SigmaScan Pro debe ser
calibrado para cada una de las imagenes. Todas las estructuras analizadas fueron
medidas y los valores obtenidos fueron considerados para obtener el valor
promedio final y la desviacion estandar. Estos valores son presentados en una tabla
y tres cuadros para facilitar su comprension y comparacion. El peso de los
encéfalos y sus dimensiones generales se muestran en la tabla 1, mientras que el
resto de tos valores fueron agrupados en refacion con la vista de la cual provenian,
de tal manera que los cuadros 1, 2 y 3 corresponden a los valores obtenidos en las
vistas mediana, transversas y coronal respectivamente. Podemos sefialar gue el
método utilizado para realizar este estudio es sumamente confiable ya que los
valores obtenidos fueron corroborados con mediciones in sitw. Actualmente los
estudios morfométricos se utilizan frecuentemente en medicina para estudio y
diagnodstico de los diferentes aparatos y sistemas (Bacus et al., 1998), asi como a
distintos niveles estructurales (Jack et al., 1990) por lo que podemos prever que

pronto sera una técnica rutinaria en medicina veterinaria (Vullo et al., 1997).



Pretendemos que este trabajo sea la base que permita la realizacion de nuevos

estudios morfométricos en medicina veterinaria.



| INTRODUCCION

a. Sistema nervioso

Los Organos y estructuras encargados de generar las reacciones adecuadas a los
cambios presentes en el medio ambiente, asi como de la regulacion de dichas
reacciones son los que van a conformar al sistema nervioso. De acuerdo con su
localizacién anatomica el sistema nervioso se divide en sistema nervioso central
(SNC) y sistema nervioso periférico (SNP). El SNC es el conjunto de estructuras
que se localizan protegidas por el esqueleto axil, dichas estructuras forman parte de
uno de los sistemas mas complejos que a través de multiples conexiones y con
ayuda de mediadores quimicos van a controlar el funcionamiento de los 6rganos.
aparatos y sistemas del organismo (Dyce et al., 1987).

El SNP es una red de comunicacion distribuida a to largo y ancho del cuerpo.
Se encarga de conducir al SNC los estimulos provenientes del medio ambiente y de
llevar las respuestas a los drganos efectores. El fin Gltimo de este doble transito de
sefiales es mantener al individuo en homeostasis a pesar de las condiciones
cambiantes del medio ambiente.

Es a partir del SNC que los individuos desarrollan sus comportamientos, los
cuales se disparan con sefiales provenientes del medio externo, como 1o es la época
de aparcamiento, los instintos maternales, €l instinto de supervivencia, el temor y la
agresion, entre otros (Dyce et al., 1987).

Sin el buen funcionamiento del sisterna nervioso, central y periférico, la vida
de los individuos se¢ volveria dificil por no decir imposible. En refacién con este
sistema, cada especic presenta caracteristicas propias que corresponden con su
grado de desarrollo evolutivo, su funcidn zootécnica y el medio ambiente donde se

ha desarrollado (Dyce et al., 1987).



b. La computacion y la morfologia

La neuromorfometria y en general la mayoria de las disciplinas cientificas han
cchado mano de los sistemas y programas computacionales. Desde 1970 la
computadora y el analisis de imagenes digitalizadas han dado una nueva dimensién
a la investigacién en morfologia (Haug, 1986). Este persistente cambio para la
biologia, de descriptiva a cuantitativa, esta llevandose a cabo por la disponibilidad
de nuevos métodos experimentales y la aplicacion de herramientas
computacionales (Bolender, 1991). La morfologia cuantitativa ha sufrido cambios
dramaticos en los aflos recientes y hoy virtualmente todas las estructuras biologicas
pueden ser cuantificadas y mensuradas con mayor facilidad y exactitud incluso en

forma tridimensional (Jeringan et at., 1990; Nagale et al., 1991).

¢. Historia de la neuromorfometria

La neuromorfometria estudia o analiza la forma y el tamafio de las diferentes
¢structuras que conforman al sistema nervioso de manera ordenada y sistematica
por medio de la obtencién de valores cuantitativos y busca la relacion entre estos
valores y el estado fisiologico y/o patoldgico del individuo (Haug, 1986; Bolender
etal, 1991; Uylings et al., 1986).

La neuromorfometria es una ciencia que inicia a mediados del siglo XI1X
aungue, debido a las grandes variaciones reportadas en las diversas investigaciones,
a finales del mismo siglo dichas investigaciones ya habian disminuido
drasticamente (Haug, 1986). A fines del siglo XIX fueron introducidos nuevos ¢
importantes procedimientos por Ramén y Cajal, Golgi y otros, los cuales tuvieron
gran impacto sobre ¢l analisis de los procesos neuronales. Aun en los primeros 30
afios del siglo XIX muchos cientificos consideraban que las cuantificaciones

reatizadas hasta entonces no tenian aplicacion en las neurociencias (Haug, 1986).



Actualmente los estudios morfométricos son una herramienta Gtil para
abordar el estudio del SNC en gran variedad de especies, pues a partir de
mediciones v del nso de programas de ¢dmputc s¢ pucdCii ObICRET dai0s
morfométricos con gran exactitud, mayor facilidad y rapidez, ademas de facilitar la
labor de la interpretacion de los datos obtenidos, reduciendo tiempo y esfuerzo

{Bolender, 1991 Bolender et al ., 1991).

d. Los estudios morfométricos y su aplicacién en la medicina

Un estudio morfométrico es un analisis exhaustivo de los datos cuantitativos,
morfofuncionales y de las unidades estructurales (nimero, peso, tamaiio, densidad
y volumen) de las diferentes partes que conforman a los organos y sistemas de
cualquier organismo y su relacion con el estado fisiologico (crecimiento, sexo,
raza, etc.) (Bolender et al, 1991; Tang et al, 1997) o patologico del individuo
(neoplasia, inflamacion, atrofia, etc.) (Subia et al., 1996; Andersen ¢t al,, 1997),

Los valores obtenidos mediante métodos morfométricos estan ayudando a
detectar cambios estructurales y su relacion con diversos eventos biclogicos, asi
por cjemplo el volumen cerebral puede suministrar informacion importante en
estudios sobre procesos de desarrollo (Gottlieb et al,, 1985), dimorfismo sexual
(Hofman et al., 1988), dominancia cerebral (Weis et al, 1989) y patologias
especificas (Lieberman et al., 1992).

Los estudios morfométricos ticnen la particularidad de ser sumamente
versatiles de tal forma que se pueden aplicar en los diferentes niveles biologicos
(organelo celular, células, tejidos u drganos) (Bolender et al., 1991).

Por su naturaleza pueden permitic el descubrimiento de cambios
insignificantes o inaparentes (Bonin, 1962; Weis et al., 1989; Reihlen et al., 1994)
como en ¢l estudio de la enfermedad de Alzheimer (Everall et al., 1997) o en

lesiones especificas como neoplasias, necrosis o inflamacion, degeneracion y/o



aberraciones en el desarrollo o medir el efecto de algunos farmacos sobre algun
organo (Sousa et al., 1998). Una aplicacion comin se da al ¢studiar muestras

. e
n &l fin de determinar su grade de matignidad y

obtenidas de lesiones neoplasicas co
su posible origen histologico (Uylings et al., 1986).

Los estudios morfométricos ya se estan aplicando con fines de diagndstico en
medicina (Bolender et al., 1991; Ma et al., 1997) acorlando tiempos de espera vy
facilitando el tratamiento, que como en las neoplasias, un diagnostico temprano o la
emision de pronosticos confiables son vitales para el paciente. Estamos seguros de
que en un futuro proximo los estudios morfométricos tambieén seran usados de

manera rutinaria en medicina veterinaria (Vullo et al., 1997).

¢. Justificacion

Reconociende la utilidad inherente de los estudios morfométricos decidimos
realizar el presente estudio con el fin de obtener datos cuantitativos sobre las
diferentes estructuras del SNC. Estos datos seran la base que permitira la
realizacién de nuevos estudios morfométricos del SNC en otros individuos (perros
braquicefalicos y/o dolicocefalicos) o en otras especies domésticas, asimismo se
podran utilizar para realizar evaluaciones del SNC en diferentes estados del
desarrollo o en procesos patologicos especificos.

También buscamos expandir la metodologia con la cual estudiar el sistema
nervioso con ¢l fin de abordar aspectos poco conocidos como es ¢l caso de la
dominancia cerebral o de los cambios atribuibles a la edad, raza o sexo (Weis et al.,
1989. Reihlen et al., 1994).

Finalmente consideramos que la realizacion de estudios morfométricos
enfocados al cerebro y de manera especifica al perro son importantes ya que esta

especie es muy utilizada en el trabajo experimental de tas neurociencias.
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de Mulligan,

Determinar mediante un programa de analisis de imagenes el valor de la

longitud, del perimetro y del area de las principales estructuras del encéfalo.

. Procesar los datos obtenidos y determinar los valores respectivos para cada una

de las estructuras analizadas, estos valores corresponderian a encéfalos de

canideos mestizos mesocefalicos.

. Producir material didactico que pueda auxiiiar en el estudio y la ensefianza del

sistema nervioso central en el area de la anatomia veterinaria.



L.

MATERIAL Y METODOS

Extracci6n de encéfalos y mediciones iniciales

Utilizamos once encéfalos provenientes de perros mestizos mesocetalicos que al

momento del sacrificio tenian un peso promedio de 15 Kg. los cuales fueron

sacrificados mediante una sobredosis de pentobarbital sodico (Sedalphorte *, Salud

Y

Bienestar Animal), inmediatamente después del sacrificio extrajimos los

encéfalos segin ¢l método descrito por Aluja (1980) y modificado por Trejo-Maya
(1994):

Cortar la piel del craneo sobre la linea mediana desde la nariz y hasta la parte

caudal de !a nuca (la incisién debe terminar sobre el atlas).

. Refraer la piel dejando al descubierto el craneo, se deben reconocer el arco

cigomadtico y el hueso occipital.

Retirar los musculos propios de la regiéon (frontal, escutular, occipital,
interparietoauricular y temporal) para dejar al descubierto los huesos del craneo
(frontal, temporal, parietal, cigomatico y el occipital hasta el agujero magno).
Con un cuchillo plano de 25 cm y un martillo se procede a cortar el craneo; se
sigue una linea imaginaria que pasa dorsalmente al arco cigomatico en ambos
lados del craneo, estas lineas se entrecruzan cranealmente sobre el hueso frontal
y caudalmente terminan en el foramen magno.

Levantar la boveda craneal y exponer el encéfalo.

Cortar la duramadre con tijeras de diseccidn de punta roma para lograr la
extraccion de! encéfalo de la cavidad craneal.

Colocar el cadaver en posicion decubito dorsal para que por gravedad el
encéfalo salga de la cavidad craneal. La extraccion final del encéfalo se logra

cortando los nervios craneales en la base del encéfalo.



II.  Fijacion de encéfalos
Los encéfalos fueron fijados en una solucién de formol al 10% por 3 meses segiin
observaciones de otros investisaderes (Haug, 1984; Reihlen et al, 1994), ya guc dc
esta manera el encogimiento del tejido por la fijacion se ha detenido. Durante este
periodo se mantuvieron suspendidos dentro de la solucion fijadora con un pedazo
de madera atravesado en la boca del recipiente que usamos y mediante un hilo
amarrado de los rastros de las meninges, venas y arterias que se ubican a la altura
del quiasma Optico para evitar deformaciones por compresién. Previo a su tincion,
los encéfalos fueron lavados en agua corriente durante 24 horas y finalmente una
hora més en agua destilada.

Después del periodo de fijacion, los encéfalos fueron pesados en una balanza
Ohauss (Cole-Parmer, 01012-00) y, con un calibrador (vernier, MAUSER-

STAINLESS), determinamos cuatro de sus dimensiones generales (Tabla 1).

1) Longitud. Consideramos la longitud total del encéfalo desde ¢l borde rostral del
cerebro hasta la parte caudal del cerebelo (Fig. [-3).

2) Altura. Medimos la distancia existente desde la superficie de la mesa sobre la
cual se apoyaba la cara ventral del encéfalo (sin hip6fisis) hasta el punto
maximo del cerebro,

3) Ancho 1. Es una parte angosta del cerebro que coincide con el surco cruzado
(Fig. I-1).

4) Ancho 2. Es la parte mas ancha del cerebro y fue tomada sobre el borde saliente

del giro ectosilviano caudal (Fig. 1-2).
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Figura 1. Imagen digitalizada de una vista dorsal de encéfalo de canino mestizo
mesocefilico. 1) Parte angosta del cerebro. 2) Parte ancha del cerebro. 3) Longitud
total del encéfalo. 4) La linea punteada ilustra ¢l corte sagital realizado sobre el
surco marginal.

I11. Realizacion de los cortes

Realizamos los cortes respectivos con un cuchilio bien afilado, lubricado con
glicerina y de longitud adecuada. Todo esto con la finalidad de evitar la formacién
de marcas, ya que durante la tincion se deposita en ellas el colorante y se vuelven

muy evidentes.

a. Vista mediana

La mayoria de las mediciones reportadas en este estudio se hicieron en una vista
mediana del encéfalo. Para poder realizar la tincion de Mulligan {Aja, 1987),
obtuvimos una rebanada de encéfalo mediante dos cortes longitudinales. El corte
inicial se realizé justo sobre la linea mediana (fisura longitudinal del cerebro) y
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posteriormente se realizd un corte sagital sobre e! surco marginal (Fig. 1-4).
Fotografiamos y obtuvimos la imagen digitalizada de la superficie orientada hacia

la linea mediana.

b. Vistas transversales

Para este trabajo utilizamos dos vistas transversales; una a la altura del quiasma
optico (Fig. 11-1) y la otra, la obtuvimos con el corte realizado a la altura de la
fisura seudosilviana (Fig. 11-2). Para obtener estas rebanadas de cerebro realizamos
tres cortes transversales; el primer corte se realiz6 justo sobre el quiasma Optico, €l
siguiente sobre la fisura seudosilviana y el ditimo corte se realiz6 rostralmente al
puente (Fig. 1I-3). En todos los casos la imagen digitalizada y empleada para

realizar las mediciones corresponde a la vista rostral.
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Figura I1. Imagen digitalizada de una vista lateral de encéfalo de canino. 1)
Corte transversal realizado sobre el quiasma optico. 2) Corte transversal realizado
sobre la fisura seudosilviana. 3) Corte transversal realizado rostralmente al puente.
4) Corte coronal realizado sobre €l surco rinal lateral.



¢. Vista coronal

Las estructuras que evaluamos ¢n este trabajo las obtuvimos de la vista que dejo un

corte coronal aque realizamos sobre el surco rinal lateral (Fi

AN
LR TAN B

IV. Tincién de Mulligan (método de Barnard y Brow)
Los cortes de encéfalo fueron tefiidos por ¢l método de Barnard y Brow segun lo
describe Trejo-Maya (1994). En esta técnica la substancia gris del encéfalo

adquiere un color azul.

Técnica:

I. Colocar las rebanadas de cerebro en la solucion de fenol de Mulligan a 60°C
durante dos minutos. Asegurarse de que queden completamente sumergidas.

2. Lavar con agua a una temperatura de = 30°C durante un minuto.

3. Sumergirlas durante dos minutos en una solucion de cloruro férrico al 1% hasta
que se pueda diferenciar la substancia gris.

4. Lavar con agua corriente durante un minuto.

5. Sumergir cada rebanada en una solucion de ferrocianuro de potasio al 1% hasta
que la substancia gris tome un color azul brillante.

6. Lavar una vez mas con agua corriente durante un minuto. Si la coloracién azul
no es intensa sumergir nuevamente la pieza en la solucion de cloruro férrico
durante otro minuto y lavarla nuevamente.

7. Finalmente, las piczas s¢ conservan en una solucion de formol al 10%. Los
cortes deben ser uniformes para evitar depositos de colorante en los surcos
cerebrales o en las marcas producidas ya que no son bien eliminados durante el

lavado.



Como medida de seguridad se recomienda usar guantes y cubreboca durante la

realizacion de esta técnica (el acido clorhidrico es altamente corrosivo y el

ferrocianuro de potasio es mny taxico), ademsas de que se debe realizar en un lugar

bien ventilado (Arroyo, 1962).

Solucién de fenol de Mulligan (Aja, 1987)

Cristales de fenol 20g

Acido clorhidrico concentrado 0.6 ml
Sulfato de cobre 25¢g

Agua destilada, cbp 500 ml

Cloruro férrico al 1%
Cloruro férrico 5g

Agua destilada, cbhp 500 mi

Ferrocianuro de potasio al 1%
Ferrocianuro de potasio 5 g

Agua destilada, cbp 500 ml

V.  Obtencion y digitalizacién de imagenes
Las fotografias de los cortes ya tefiidos fueron obtenidas en condiciones de luz
natural mediante una cémara Minolta X-300 utilizando peliculas Fuji ASA 100,
Del material obtenido seleccionamos las fotografias mas representativas y se
Organizaron para Su procesamiento.

Las fotografias seleccionadas fueron digitalizadas en un scanner Hewlett-

Packard y archivadas en un formato adecuado para su manejo (JPG).



VL.  Estudio morfométrico
Para realizar el estudio morfométrico requerimos de un programa de computo que

permita realizar mediciones sobre una imagen digital. En este trah

programa SigmaScan Pro *, Jandel (version 3.0) con el cual realizamos la medicion

de las estructuras mas importantes del encéfalo,

a. Calibracion de las imdgenes digitalizadas

Antes de poder realizar alguna medicidn se debe calibrar cada una de las imégenes
digitalizadas, esta calibracion reduce al minimo los posibles errores provocados por
distorsiones y/o aumentos producidos al tomar las fotografias y/o manipular las
iméagenes.

Para calibrar las imagenes obtuvimos la medida de alguna porcion del
encéfalo, en general ¢legimos la estructura mas evidente en la fotografia. Esta
dimensioén fue tomada directamente de los diferentes cortes de encéfalo con un
calibrador (vernier), con el fin de lograr la méaxima exactitud posible. Esta
determinacion sirvid como referencia para calibrar el programa de analisis de
imagen, el cual lo requiere como paso indispensable para realizar mediciones
correctas. Después obtuvimos el perimetro, el area y la longitud de las diferentes
estructuras del encéfalo en las imagenes digitalizadas. Cada una de las mediciones
realizada con ¢l programa SigmaScan Pro la hicimos por triplicado con el fin de
disminuir los errores de apreciacion, obtuvimos el valor promedio y se considero
junto con los promedios obtenidos en el resto de las imagenes. finalmente
presentamos los valores promedio y la desviacién estandar de cada una de las

estructuras estudiadas (Cuadros 1, 2 y 3).
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b. Factores que influyen al realizar las mediciones

Los programas de computo disefiados para el analisis de imagenes tienen

limitaciones en precision, exactitud v resolucién. Censideramos gue €5 GECCsano

familiarizarse con estos conceptos para obtener informacion mas exacta al usarlos,
evitar errores ¢ agregar variantes no controladas.

1. La precision de las medidas, interpretada como la repetibilidad de las mismas,
consiste en medir varias veces y obtener en todos los casos el mismo valor o
COM una variante muy pequeiia.

il. La resolucion, se refiere al nivel de detalle y fineza con el cual se puede realizar
la medicion y depende de la calidad con la que se haya digitalizado la
imagen.

1t1. La exactitud de la medida, o sea la cercania del valor obtemido al valor real, esta
determinada por la resolucion de la imagen y la calidad de la calibracion
realizada.

Una buena medida es respetable y s¢ logra solamente en imdagenes con una
adecuada resolucion (detalle y fineza). Para determinar si el programa de analisis
de imagenes utilizado puede medir con suficiente precisién para la aplicacién

deseada, se debe considerar la escala de la medida y un margen de error aceptable,
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RESULTADOS

I. MEDICIONES INICIALES
Los vaiores presentados en este apartado son promedios obtenidos de It perros mestizos de
aproximadamente 15 kg de peso vivo.

Asi podemos sefialar que el encéfalo de un perro mestize de las caracteristicas
previamente sefialadas tiene un peso de 72.2 £ 6.3 g, una longitud de 7.11 £ 0.23 ¢m y una altura
de 4.01 £ 0.29 em (Tabla 1). El encéfalo de los camivoros se distingue por ser mas largo y un
tanto estrecho que en el resto de los animales domésticos. St sepuimos su contorno podemos
distinguir, en sentido transversal, dos sitios particulares (Fig. 1); una parte menos ancha {Ancho
1) que medimos a la altura del surco cruzado y en la cual obtuvimos un valor de 4.14 £ 0.1% cm y
ofra mas ancha (Ancho 2) medida en la parte mas saliente del giro ectosilviano caudal y en donde
obtuvimos un valor de 5.13 + 0.18 cm.

Como podemos apreciar en la Tabla 1, existe una variactén importante entre los valores
correspondientes a los pesos de los encéfalos {de 64.9 a 85.1 g) por lo que el valor de la
desviacion estandar también es alto (£ 6.3 g), mientras que en el resto de los valores {Largo, Alto,
Ancho 1 y Ancho 2) los rangos son estrechos y, por consigwiente, su desviacion estindar es

pequeiia.

Tabla 1. Medidas generales obtenidas en encéfalos de caninos mesocefilicos

Peso Largo Alto Ancho 1 Ancho 2
Animal (g) (cm) (cm) {(cm) (cm)
1 64.9 6.90 398 4.16 496
2 64.9 6.84 4.19 4.03 4.95
3 69.8 7.20 3.89 4.05 5.50
4 672 7.10 4.09 3.84 4.90
5 70.3 6.83 4.10 4.35 5.20
6 737 6.96 4.17 439 5.24
7 70.0 7.32 3.85 401 5.00
8 709 7.16 3.22 4.11 5.10
9 78.3 7.20 4.14 4.35 S 513
10 79.6 7.62 4.13 393 5.11
1 85.1 7.18 436 4.39 5.34
Promedio+DE | 722463 71120231401 £029|414+0.19]513+0.18

DE: desviacion estandar,
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IL. VISTA MEDIANA DEL ENCEFALO

En la vista mediana fue posible apreciar y medir la mayor cantidad de
estructuras del encéfalo. Es importante sefialar que mas que en ninguna otra vista la
perfecta realizacion del corte tiene influencia sobre los resultados. En esta vista
medimos al cuerpo calloso, fosa romboidea, acueducto mesencefélico, cuerpo
mamilar, comisura rostral, puente, fornix, adhesion intertalamica y quiasma 6ptico
(Fig. 1.

En una misma imagen realizamos la medicion de cada estructura por
triplicado, para obtener los promedios finales consideramos el valor promedio de
estas tres determinaciones. En el cuadro 1 mostramos los promedios obtenidos

después de medir en seis imagenes distintas las estructuras enlistadas previamente.

%%456‘, N
+ L e H-
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Figura 1L Imagen digitalizada de una vista mediana derecha del encéfalo de
un canino mestizo mesocefilico. Se muestran las estructuras que se evaluaron en
esta vista. 1. Cuerpo Calloso. 2. Fosa Romboidea. 3. Acueducto Mesencefalico. 4.
Cuerpo Mamilar. 5. Comisura Rostral. 6. Puente. 7. Fornix. 8. Adhesion
Intertalamica. 9. Quiasma Optico.
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1. Cuerpo Calloso

Con la tincion de Mulligan aparece de color blanco y su perimetro fue de 85.5 +
i1.6 mm. La desviacion estandar obtenida puede ser atribuida a que en la mayoria
de las imigenes el contorno de esta estructura tiende a ser diferente, indicando
diferencias naturales presentes entre individuos. De acuerdo con los datos
obtenidos podemos sefialar que el cuerpo calloso tiende a decrecer a medida que se
extiende lateralmente.

El valor de su arca fue de 69.8 + 6.4 mm. El hecho de que el valor del
perimetro sea superior que ¢l del drea puede explicarse porque ¢l cuerpo calloso
tiene, en esta vista, una forma rectangular alargada (Fig. III-1). La misma
consideracién sciialada previamente se puede aplicar a la desviacion estandar

obtenida en esta dimension.

2. Fosa Romboidea

Conforma el piso del cuarto ventriculo y se extiende desde los coliculos caudales
hasta el inicio de la médula espinal, aparece de color blanco con la tincidén de
Mulligan. En esta imagen solo determinamos la longitud de esta estructura, que
corresponde a los limites que se aprecian en la imagen digitalizada. La fosa
romboidea tuvo una longitud de 17 + 3 mm. Como puede apreciarse es una

estructura que no muestra gran variabilidad en sus dimensiones (Fig. [11-2).

3. Acueducto Mesencefalico

Es el espacio tubular que comunica al tercer ventriculo con’el cuarto, se localiza
entre los cuerpos cuadrigéminos, por debajo de los coliculos rostrales (Fig. I11-3).
Solo determinamos su longitud ya que no es posible, en una vista mediana de
encéfalo, realizar ninguna otra determinacion de esta estructura. El valor obtenido

fue de 7.4 + 2 mm.
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4. Cuerpo Mamilar

El contorno del cuerpo mamilar en una vista mediana del encéfalo es de forma oval
alargada y con la tincion de Mulligan adquiere una coloracion blanca (Fig. I11-4).
En las imagenes digitalizadas de esta ¢structura pudimos determinar el perimetro y
¢l rea. El valor del perimetro fue de 9 + 1.1 mm y el del area fue de 5.8 + 1.7 mm.
De manera general podemos sefialar que ambos valores varian en relacion con el
nivel al cual se realiza el corte, y asi tienden a ser superiores cuante mas cerca se

localicen del plano mediano.

5. Comisura Rostral
Es una estructura formada por fibras de asociacién que toma un color blanco con la
tincion de Mulligan asi es que la distinguimos facilmente por su forma oval, color y
localizaciéon (Fig. 1II-5). Pudimos determinar su perimetro y su area, y los
resultados obtenidos fueron 6.4 £ 0.5 mm y 2.9 £ 0.2 mm respectivamente.

Estos valores resultaron sumamente constantes en las diferentes imagenes
evaluadas, de tal manera que podemos sefialar que esta estructura se ve poco
afectada por las variaciones tenidas al realizar los cortes longitudinales y que, por

lo tanto, no tiene una gran variabilidad de tamafio o de forma.

6. Puente

Es una estructura anutar formada por fibras de asoctacion que se disponen
transversalmente entre los pilares cerebrales y la médula oblonga (Fig. 111-6). Se
tifie de color blanco con la tincion de Mulligan y en una vista mediana de encéfalo,
¢l contorno del puente solo permite la determinacion de su longitud, el resultado

fue 13 + 2 mm.



7. Fornix

Esta formado por un conjunto de fibras que abandonan al hipocampo con direccion

rostral  Se localiza i

or debaic del cucipo calloso, pero pronio sc desvia
ventralmente conforme progresa en su trayecto, se curva sobre el borde rostral del
talamo para entrar al hipotalamo y terminar en el cuerpo mamilar. Como estd
formado por fibras se tifie de color blanco con la tincion de Mulligan (Fig. 111-7).
En una vista mediana es de forma rectangular, alargada y con bordes redondeados y
un tanto irregulares, sobre todo en su parte ventral. S6lo obtuvimos el vaior de su
perimetro y de su area cuyos valores promedio fueron 52 + 6.7 mm y 41.8 + 15
mm respectivamente.

A causa de la estructura fibrilar del fornix fue dificil distinguir sus limites en
las iméagenes digitalizadas, sobre todo el ventral. Esta puede ser la razon por la cual
encontramos una dispersion importante de nuestros valores tanto en perimetro

COmO en area.

8. Adhesion Intertatdmica

El tidlamo forma la pared lateral del tercer ventriculo y en todas las especies
domésticas tiene una protuberancia que ung las masas laterales del talamo. dicha
protuberancia conforma lo que conocemos como adhesién intertalamica. En una
vista mediana de encéfalo aparece como una estructura de forma circular mas o
menos uniforme v de color azul por la tincidén de Mulligan (Fig. I1[-8). Obtuvimos
un valor promedio de 35.7 £ 6 mm para el perimetro y de 51.4 £ 6.5 mm para el
area. La variacion encontrada puede ser atribuida a la dificultad que tuvimos para

determinar sus limites.



9. Quiasma éptico

En nuestras imagenes digitalizadas, el quiasma o6ptico es de forma circular, con
bordes bien definidos v de color blancoa (Fig. 11-93, Los valgres promedic {fucron
de 8.3 £ 0.6 mm y de 5.5 + 0.6 mm para el perimetro y ¢l area respectivamente.
Como se puede notar es una estructura que no tiene variaciones importantes en sus

dimensiones.

Cuadro 1. Valores promedio y desviacion estAndar de 1as estructuras
evaluadas en imdgenes digitalizadas de una vista mediana de

encéfalo.

Estructura Longitud Perimetro Area
| Cuerno Cailoso ND 855+ 116 (OR+64
Fosa romhoidea 17+3_ | _ND . !_ ND
Acueducto T74+2 ND ND
| Cueroo mamilar ND 9+ 11 58+17
| Comisura rostral. ND 6.4+ 0.5 26+02_ |
| Puente 13+2 ND ND
Fornix ND 2+ 67 418+ 15
Adhesion ND 357+6 S14+65
| Ouiasma dntico ND R31+06 55+06

ND: No determinado.

I1I. VISTAS TRANSVERSALES DEL ENCEFALO

Utilizamos dos imdgenes transversales diferentes del encéfalo del perro para
realizar las mediciones que a continuacion se describen. La imagen mas rostral fue
obtenida mediante un corte transversal realizado sobre el quiasma optico (Fig. [V},
en esta imagen obtuvimos las medidas del nucleo caudado. La segunda imagen fue
obtenida mediante un corte transversal realizado a nivel de la fisura seudosilviana
(Fig. V) y en esta imagen obtuvimos las medidas del talamo. En ambas iméagenes

medimos la longitud de la corteza cerebral y la del cuerpo calloso.
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Figura IV, Imagen digitalizada de la vista transversal obtenida mediante un
corte a la altura del quiasma 6ptico. Se muestran las estructuras que se evaluaron
en ¢sta vista. 1. Nicleo Caudado. 2. Corteza Cerebral. 3. Cuerpo Calloso.

Figura V. Imagen digitalizada de la vista transversal obtenida mediante un
corte a la altura de la fisura seudosilviana. S¢ muestran las estructuras que se
evaluaron en esta vista. 1. Talamo. 2. Corteza Cerebral. 3, Cuerpo Calloso.
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1. Ndcleo Caudado

Forma parte del nucleo basal y tiene forma de coma con una gran cabeza
protruyendo dentro del piso del ventriculo lateral (Fig. 1V-1). l.as seic imagenes
utilizadas muestran justamente una vista transversal de su cabeza, Asi podemos
apreciar que es de forma oval, que toma un color azul con la tincion de Mulligan y
¢l valor promedio de su perimetro fue de 20 £ 9 mm y ¢l de su 4rea fue de 37.8 +
4.8 mm. Posiblemente la variacién encontrada se debid a diferencias en el nivel del

corte entre las imagenes.

2. Télamo

Lo apreciamos solo en la segunda imagen transversal. Aunque no fue facil definir
su contorno podemos sefialar que es de forma redondeada, amplia y se tifie de color
azul con la tincion de Mulligan (Fig. V-1). En ocho imagenes distintas
determinamos su perimetro y el valor promedio obtenido fue de 30 + 4 mm. La
variacién encontrada puede atribuirse a a dificultad que tuvimos para definir

adecuadamente sus limites,

3. Corteza Cerebral

Para determinar el grosor de la corteza cerebral utilizamos las dos imagenes
transversales, obtuvimos la distancia que existe entre el borde de la corteza cerebral
y ¢l limite mas proximo de la sustancia blanca (Fig. V-2). El resultado fue 1.6 + 0.2
mm.

Este resultado es un valor promedio obtenido de realizar seis mediciones en
cinco imagenes digitalizadas, estas mediciones se hicieron en diferentes zonas de la
corteza cerebral. Como se puede notar es un valor muy constante y con una
desviacion estandar baja. Estos valores nos indican que la corteza cerebral en el

perro tiene una disposicién uniforme a través de todo el cerebro y no importa o no
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es de relevancia la zona de corte o el angulo de corte para la determinacion de su

longitud.

4. Cuerpo Calloso
Esta estructura fue aparente en las dos imagenes transversales que obtuvimos para
realizar este trabajo. En ambas imdagenes, el cuerpo calloso tiene la forma de una
“V” alargada y aparece de color blanco (Fig. iV-3). A pesar de su forma pudimos
determinar su longitud total en dos pasos continuos, uno para cada extremo de la
“V”, que el programa de analisis de imagenes puede realizar. Su longitud tuvo un
valor promedio de 14 + 1.6 mm.

Un detalle importante es que no encontramos mucha variacion en el valor
promedio de su longitud, a pesar de que sus limites laterales no se definen
claramente v de que fue medido en dos imdagencs transvcrsales realizadas a

diferentes niveles del encéfato.

Cuadro 2. Valores promedio y desviacion estandar de las estructuras
evaluadas en imagenes digitalizadas de vistas transversales de encéfalo.

Estructura Longitud (mm) Perimetro (mm) Area (mmz)
Nicleo caudado ND 209 37.8+£48
Talamo ND 30+4 ND
Corteza cerebral 1.6+0.2 ND ND

| Cuerpo_calloso 4:l6 __ _ND [ ND_ |

ND. No determinado.

IV. VISTA CORONAL DEL ENCEFALO
Solo utilizamos la vista que resulta al cortar horizontalmente al encéfalo a la altura
del surco rinal lateral, los cortes realizados para obtener esta vista se describen con

mayor detalle en material y métodos. En la vista coronal pudimos apreciar y medir
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al niicleo caudado, talamo, coliculos rostrales y acueducto mesencefalico, en siete

tmagenes diferentes.

Figura V1. Imagen digitalizada de una vista coronal de encéfalo de un canino
mestizo mesocefélico. Se muestran las estructuras que se evaluaron en esta vista. k.
Niicleo Caudado. 2. Talamo. 3. Coliculos Rostrates. 4, Acueducto Mesencefalico.

1. Nicleo Caundado

Como ya se habia sefialado, el micleo caudado tiene forma de coma con una gran
cabeza. En la imagen coronal utilizada, ésta cabeza resulta cortada en un plano
horizontal, de tal forma que en esta imagen aparece como una estructura oval
alargada de color azut (Fig. VI-1). Obtuvimos ¢l valor promedio de su perimetro y
de su area los cuales fueron de 30.7 + 10 mm y 44 + 17.6 mm respectivamente.
Las grandes desviaciones obtenidas pueden ser atribuidas a las variaciones
observadas en el nivel al cual fue realizado el corte y que en este caso es muy

relevante por 1a forma particular de esta estructura.
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2. Talamo

En esta imagen aparece como una estructura formada por dos porciones laterales.
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oblicuamente, de tal manera que se tocan en la linea mediana (Fig. VI-2). Medimos
¢ada una de estas porciones laterales y posteriormente obtuvimos el promedio de
los valores obtenidos. Los valores promedio para perimetro y drea de las porciones
laterales del talamo fueron de 42 + 0.6mm y de 88.5 -+ 12 mm respectivamente.
Encontramos que la desviacion estdndar para el perimetro fue minima, sin
embargo para ¢l area aumenta de manera importante, ¢ste resultado lo podemos
atribuir a la diferencia entre individuos, donde probablemente la edad y el sexo

sean factores determinantes para provocar estas diferencias.

3. Coliculos Rostrales

Los coliculos rostrales son dos estructuras redondeadas que estan unidas en la linea
mediana, se localizan sobre el tallo encefilico y por debajo de ellas transita el
acueducto mesencefilico. En la imagen coronal que obtuvimos, los coliculos
rostrales (derecho ¢ izquierdo) son casi circulares, ya que el lado que ve hacia la
linea mediana es recto, y de color azul (Fig. VI-3). En este caso medimos ambos
coliculos rostrales y obtuvimos et valor promedio, en el caso del perimetro fue de
19.2 £ 2.4 mm v el del 4rea fue de 26.7 £ 9 mm, Apreciamos que su contorno y por
ende los valores obtenidos se ven modificados por el nivel del corte asi como las

variantes antes expuestas.

4, Acueducto mesencefalico
En esta imagen no es posible apreciar de manera directa al acueducto
mesencefalico. asi que decidimos medirlo por su relacion con los coliculos rostrales

(Fig. Vi-4). Lo medimos en seis imagenes coronales y el valor promedio obtenido



para su longitud fue de 8.4 £ 1.6 mm. Consideramos que esta determinacion como
fue hecha en base a la estructura anterior tiene las mismas consideraciones en
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Cuadro 3. Valores promedio y desviacién estandar de las estructuras
evaluadas en imdgenes digitalizadas de una vista coronal de encéfalo.

| Estructura | Longitud Perimetre | Area{mm’)
| Niicleo caudado ND 307+ 10 44 + 17.6
t Talamo ND 24+06 885+ 12
| Coliculos rostrales ND 192+24 26749
Acueducto R4+ 16 ND ND

ND: No determinado.
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DISCUSION |

Al realizar estudios morfométricos del encéfalo es importante considerar estado de
salud, edad, sexo y raza de los individuos en estudio (Boyd, 1861; Crichton-
Browne, 1878) ya que estas variables se relacionan directamente con ciertas
caracteristicas morfologicas (Weis et al., 1989; Rethlen et al., 1994). Para realizar
este estudio tomamos en cuenta la raza y el tipo de craneo (perros mestizos
mesocefalicos), sin embargo como eran perros callejeros provenientes del
antirrabico no pudimos determinar fehacientemente la edad y en este estudio no
consideramos el sexo de los individuos, ya que esto serd objeto de un estudio
morfométrico comparativo que podré realizarse posteriormente (Weis et al., 1989;
Reihlen et al., 1994), por lo que no podemos seflalar el grado de influencia que
estos factores pudieran tener sobre los valores reportados para las diferentes
estructuras evaluadas en este estudio.

En la mayoria de las mediciones que realizamos inicialmente (ancho 1, ancho
2, altura y longitud) obtuvimos valores que no mostraron una gran variacion, lo
cual nos permiti¢ considerar que la recoleccion de encéfalos (seleccion, extraccion
y fijacién) era adecuada, en cuanto a homogenecidad, para la realizacion dei
presente trabajo. Sin embargo, ¢l peso de los encéfalos mostré una variacion
importante, que podemos atribuir al hecho de que no estandarizamos la longitud de
la méduta oblonga, detalle en €l cual reparamos al revisar los valores obtenidos, sin
embargo para entonces ya no era posible retomar el peso pues los encéfalos ya
habian sido cortados y procesados con el fin de obtener las imagenes digitales.

Durante el proceso de fijacion, el encéfalo sufre un encogimiento que
depende tanto del procedimiento como de la solucidn usada. También en cste

proceso la edad del individuo es un factor importante ya que dicho encogimiento es
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mas evidente en cerebros de individuos jovenes que en los de los viejos (Haug.
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cerebros antes y después de fijados (Eggers et al.,, 1983; Haug, 1984; Haug, 1985,
Kretschmann et al., 1986; Sass, 1982). Sin embargo, Reihien (1994) menciona que
esta diferencia no es estadisticamente significativa. Por otra parte también se sefiala
que el procedimiento de fijacion siempre se conduce de la misma manera en todos
ios tejidos, por lo cual se pueden despreciar 0 minimizar sus efectos (Haug, 1986).
Por todo lo anterior decidimos no considerar el proceso de encogimiento y s6lo nos
preocupamos porque el proceso de fijacion fuera homogéneo para todas las
muestras estudiadas (formol 10% durante tres meses).

Las dimensiones de algunas estructuras de! encéfalo tienden a variar
dependiendo de su forma y, sobre todo, por la direccién y orientacion del corte. Por
ejemplo, si se trata de una estructura de forma triangular y se realiza un corte inicial
cercano a una de sus aristas, la dimension obtenida serda mayor conforme se vaya

avanzando hacia la base.

4— Direccion del corte

Como se ilustra en las siguientes figuras ta orientacion del corte influye sobre
la forma y las dimensiones que vamos a encontrar en las diferentes estructuras
evaluadas.

.

Cortes Correctos Corte transversai girado Corte transversal inclinado
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En base a lo anterior es claro que se introduce un factor de variacion
importante cuando no conseguimos realizar cortes idénticos en todos los encéfalos
evaluados. Con ¢! fin de disminu
cambios en la forma natural del encéfalo por un mal manejo o una fijacién
inadecuada, recomendamos que para la fijacion, los encéfalos se mantengan
suspendidos dentro de la solucion fijadora durante ¢l tiempo necesario, con esto
evitamos distorsiones provocadas por el propio peso de los encéfalos (Trejo-Maya
1994).

Otra medida adicional es la aplicacion de métodos mas precisos de corte,
para lo cual lo primero es otorgar un soporte definido a los encéfalos ya sea por
medio de la congelacién o con el uso de parafina o grenetina, en cualquier caso se
recomienda €l uso de una maquina rebanadora Ia cual permite hacer cortes
homogéneos con el grosor, ubicacion y la direccién requeridos (Arroyo, 1962).

Los valores reportados son bastante confiables ya que la calibracién es un
paso indispensable en todos los estudios morfométricos realizados con un programa
de analisis de imagenes, permite relacionar a las dimensiones reales con la imagen
digital. Al momento de realizar las primeras determinaciones surgieron dudas sobre
la exactitud de dichos valores, asi es que volvimos a los encéfalos y corroboramos
los valores obtenidos para varias estructuras y en diferentes imégenes. Asimismo,
buscamos disminuir los errores por apreciacion midiendo por triplicado cada
estructura.

Los estudios morfométricos permiten una evaluacion mas especifica y
detallada de las estructuras biologicas (organelos, células y tejidos) que componen
a tos diferentes organos y sistemas de un organismo y sus resultados pueden ser la
base para distinguir lo sano de lo patologico (Nielsen et al., 1986; Strassburger et
al.,, 1997). Actualmente una de sus aplicaciones mas importantes se da en ¢l

diagnostico, valoracion e identificacion temprana de enfermedades tales como las
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neoplasias (Bolender et al, 1991a; Vick et al., 1977) y en el diagndstico de
deficiencias nerviosas (Vulto et al., 1997; Lieberman et al., 1992). Creemos que en

un futuro cercana las estudios morfométricos seran wilizados con frecuencia en la

practica de la medicina veterinaria por lo que este tipo de estudios van a constituir
una herramienta valiosa para el diagnéstico de diferentes patologias y aiin
consideramos que tendran aplicacion importante en la produccion animal por
ejemplo en la identificacion de animales con un mayor numero de células
productoras de lana para la disminucién de costos al identificar a tos animales que
tiene mayor numero de foliculos piloso y hacer cruzas entre ellos, y/o identificar a
los animales que creceran mas rapido, etc.

Consideramos que el presente estudio serd la base para realizar nuevos
estudios morfométricos del SNC en razas de caninos que poseen un tipo de craneo
diferente al evaluado en este trabajo y asi poder sefialar las posibles variaciones
existentes. También serd importante realizar cste tipo de estudios en el SNC de
otras especies domésticas, como el gato, que es un animal ampliamente usado en

neurociencias.
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CONCLUSIONES

. En la mayoria de las mediciones que realizamos inicialmente (ancho 1.
ancho 2, altura y longitud) obtuvimos valores que no mostraron una gran
variacion, lo cual nos permitio considerar que los encéfalos recolectados eran

lo suficiente homogéneos para la realizacion del presente estudio.

. Los valores reportados son bastante confiables ya que para realizar el estudio
morfométrico, primeramente se tuvieron que calibrar las imagenes
digitalizadas, lo cual nos permiti¢ relacionar las dimensicnes reales con la
imagen respectiva, ademas de que los valores obtentdos fueron corroborados

mediante medicion in situ.

. El programa de andlisis de imagenes utilizado para realizar el presente
estudio es adecuado para medir con suficiente precision el perimetro, la
longitud, y el area de las principales estructuras del sistema nervioso central,

ademas de ser un método prictico y confiable.

. Como producto final de este trabajo reportamos una serie de valores
ordenados en una tabla y tres cuadros. Estos valores representan dimensiones
confiables de las principales estructuras del encéfalo de caninos criollos

mesocefalicos de aproximadamente 15 Kg de peso vivo.

. Obtuvimos varias imagenes digitales de encéfalos procesados con la técnica
de Mulligan, las cuales serdn utilizadas como material didactico por fos

estudiantes de anatomia comparada y/o anatomia topografica.
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