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FLANTEAMIENTO GERRNER®ALS



La interrupcidn de una via nerviosa provoca de una
pafte lav imposibilidad del transporte de metabolitos entre-
el soma vy el terminal nervioso vy, de otra, la pérdida de
funcionalidad en la misma. Esta interrupcidon origina asi
mismo la aparicidén de numerosas altefaciones bioquimicas,
ultraestructuwales, morfoldégicas, electrofisiolégicas 2%
neurpfisioléqicas, tanto en las neuronas afectadsas comao en
aqueflas conectadas sindpticamente a las mismas. Desde hace
mas de un siglo el examen de estas modificaciones neuronales
ha sido el objetivo de numerosos investigadores en el area de

la nmneurobioloagia.

La resgpuesta neuronal a la lesidn es un modelo
wperimental muy utilizado en diversas fineas de
investigacidén de aran interés neurobioldgico, entre fas que
destacan: al Flasticidad neyronal vy aprendizaje;y b)
Desarrollo del sistema nerviosos y ©) Fisiopatologia de la
regenetracidn nerviosa. Dentro de estas lineas de

investigacién, nuestra aportacién se ha centrado en la

bisgueda de una respuesta experimental a las siguientes

cuestiones: a) <LCambian los patrones morfométricos o

citoarguitecténicos de las poblaciones neuwonales

lesionadas™; b? cMantienen las newonas xotomizadas una
o . - A /

actividad funcional normal duwrante el proceso de

regeneracionts Y ©) LPueden justificar las caracteristicas
morfol dgicas de las células lesionadas su actividad

funcional ?. Estas preguntas se encuentran desglosadas en



XTI

los distintos objetivos gque se han pretendido cubrir en esta
tesis doctoral (ver apartado 2 ORJETIVOS DEL FRESENTE

TRARAJD) .

En el presente trabajo se estudian ios efectos de
la axotomia sobre las motoneuronas del ndcleo motor ocular
externtd desde dos . puntos de vistas. - morfoldgicd Y
newrofisioldgico. For una parte‘y con ayuda deﬁla técnica de
transporte retrégrado de la peroxidasa de rabano se han
estudi ado las caracteristicas morfométricas v
citoarguitecténicas de dichas motoneuwronas tras su éxotomia.
For otra parte, mediante técnicas de registro de la
actividad eléctrigca neuronal en &1 animal despierto, s ha
Estudiédo la actividad +Funcional de dichas motoneuronas‘
desde su lésién hasta un afo después de ocasionéda ésta. La
aplicacidén de estas técnicas ha permitido, en 1 primer
caso, evaluar las caracteristicas morfoldédgicas de aquellas‘
motoneuwronas capaces de reinervar al misculo ocular recto
externo, vy, 2n el segundo caso, seqguir la evolucidén funcional

de las motoneuronas lesionadas en un mismo  animal sin la

presencia de anestésicos.



1 INTRODUCCION



1.1 GENERALIDADES

El efecto gue produce la lesidn de nervios
periféricos en vertebrados es, por una parte, la
deqgeneracidn distal del axdtn seccionado (degeneracidn

wallerianal) vy, por otra, una remodelacidén histometabdlica de
la porcién proximél (reaccidén neuronal retrdégrada)l. / Este
proceso de remodelacidén proximal tiende a la reinervacién de
la célula blanco. En los casos (conocidos) en que dicho
proceso fracasa la neurona sufre un fendmeno de lisis celular
(Sunderland, 19782 Selzer, 1980: Kelly, 1981).

En el sistema nervioso central (SNC) se ha venido
aceptando que la regeneracidn del elemento aistal es
inviable (Clemente, 1964 Guih, 197533 Sumner, 1980 . Esto
se ha explicado por la formacidn de excesivo tejido
cicatricial (RBarron vy col., 1981). 8in embargo, recientemente
(Kawaquchi vy col., 198l; Foerster, 1982) se ha demostrado que
éi SNC es capaz de regenerarse en respuesta a lesiones muy
localizadas. Foerster (1982) ha observado que esta
regeneracién no es por reposicidén de la parte del axdn
perdido, sino por reconexién de las porciones proximal vy
distal del audn dafado. En cualguier caso, esta respuesta es
bastante diferente de la gque aparece en el sistémak nervioso

periférico (SNF) (Ramén vy Cajal, 1914), pero muy parecida a



la clasicamente descrita en invertebrados (Bittner vy
Johnson, 1974; Birse Y Bittner, 1976) . Aunque
insuficientehente estudiada haesta la fecha, la réconexién de
los cabos distal vy proximal del axon lesionado no parece

tener un caracter funcional (BRarron, 19873%).

La intensidad. de la respuesta newronal rgtrégrada
a la lesidn se modifica por los siguientes factorés: a)l
Especie animalg dentro de los mamiferos se encuentran
variaciones histoldgicas segin la especie seleccionada; b)
Naturaleza de 1la lesién; los tipos experimentales de lesidn
méas utilizados fscm la seccidn quirdargica, el aplastamiento,

}

la cauterizacidén v la interrupcidn del transporte ‘axonal
mediante colchicina. LLa axotomia quirdragica es el tipo de
lesidn mas utilizado y el que infiere mavores daﬁos‘a la
ceéelulas ) PFProximidad de la lesidn al soma neuronal; el
acercamiento de la lesién al soma ocasiona alteraciones mas
intensas vy prolongadas, asi como una mayﬁr incidencja de
muerte neuronal; d) Edad del animalj en individuos Jjévenes
la lesidn incrementa la muerte neuronal: ) Localizacidn vy
natwalera de la neuwrona lesionada:; por ejemplo, la respuesta
neuronal es mads intensa en las newonas de los ganglios
espinales que en las del tronco del encéfalo; v f) Presencia
simultéanea de deaferentizacidén por impactos naturales o

experimentales ocasionados pdr la lesién (Sunderland, 19783

Ducker, 19803 8Selzer, 19803 Barron, 1%83).



Como se ha sefal ado, en los fendmenos de
degeneraci dn % regeneracidn neuronal tiene especial
incidencia la especie elegida como modelo experimental. Las
principales razones que influyen en la elecciéon de un modelo
experimental concreto son: a) Invertebrados; las ventajas de
este qrupo son,‘por un  lado, un sistema nervioso constituido
por, un pequeﬁojnumero de células, en el que se pueden
identificar con . facilidad 1las newonas lesionadas y, por
otro lado, el diéponer de neuronas de gran tamafo lo que
facilita su estudio morfoldgico y electrofisioldgico (Kuwada,
1981; Pellegrino vy col., 1984) ; b) Vertebrados inferiores;
’dentro de ~esté{grupo se incluyen algunas especies de peces,
anftibios vy reptifes. lLa principal ventaja de este grupo es
la alta capacidad y especifidad de regeneracién de sus
elementos neuronales (Sperry, 1951; Elizalde y col., 1983;
Jacobson, 1278): vy c) Vertebrados superiores; dentro de este
grupo se incluyen scolamente a mamiferos. El estudio de los
procesos de regeneracidén neuwonal en mamiferos tiene un
especial interés clinico. En este sentido, el estudio de los
grupos anteriores no parece ser muy provechoso por los
mecanismos | tan diferentes de respuesta  neuronal que

presentan (Selzer, 1980; Baker y col., 198%5).



1.2  CONSIDERACIONES  HISTOMETAEOLICAS DE LA REACCION

NEURONAL RETROGRADA

La existencia de un proceso de respuesta neuronal(
a la axotomia es conocida e investigada desde 1892, cuando
Nissl la dascribid. Este proceso se cuantificd
minuciosamente por Barr y Hamilton en 1948 para las
motoneﬁronasrque envian sus axones por el nervio ciatico del
gato. La descripcién original de Nissl se ha éomprobado en

' :

diferentes tipos i neuronales, como las motoneuranas
espinales vy troncoencefélicas, las neuwronas plramidales de

la columna de Clark vy las neuronas del sistema nervioso

vegetativo (Lieberman, 1971).

El cuadro histoldgico de la reaccidén neuronal
retrégrada se inicia entre 24 vy 72 horas después de la
lesidén axonal. La sustancia basdéfila de Nissl, la cual esta
compuesta de las ribonucleoproteinas del reticulo
endopl asmico rugoso, comienza a romperse en  pequenos
granulos que se dispersan por el citoplasma. A este proceéb
a2 le denomina cromatolisis. Al mismo tiempo el saoma vy el
nicleo neuronal se hinchan; ademas, este dltimo se desplaza
hacia la membrana citoplasmatica. El nucleolo témbién

aumenta de tamafo. Aparece un incremento en el numero de



lisosomas vy del complejo de Golagi. For su parte, las
mitocondrias se muestran vacuoladas (Lieberman 1971,
Sunderland 1978, Selzer 1980, Barron 1983) (figura 1). Estos
cambios aparecen en su maxima intensidad tres semanas después
de la lesion, aunque pueden observarse hasta un afo después
de la misha (Craég, 1270 . For otro lado, dentro de una
migma poblacion neuronal 1la intensidad de los cambios es

variable (Smolen y Truex, 1977).

Acompafando a los cambios histolégicos aparecen
numerosas modificaciones en el metabolismo celular,
aorientadas a ia produccidén de proteinas estructuralés,
liticas o relaciénadas con los mecanismos de neurotransmisidn
(Crana, 19703 Lieberman, 1971; Watson, 1974; Grafstein vy
Mcluarrie, 19783 Barron, 1981). En este sentido se ha
encontrado un aumento de la actividad fosfatasa &cida, y una
disminucién en la produccién de enzimas relacionadas con la
neurotransmision, como acetilcolina transferasa Y
acetilcolinesterasa. For otro lado, elementos destacados en
la conduccidn del impulso como la actividad de la ATPasa de
50dim~p0tasio 0o los canales de sodic, también sufren un
decremento en su actividad vy/o sintesis (Kuwada vy Wine
f981, Goldman v col., 1983). En respuesta a la axotomia, las
neuronas del SNF muestran un incremento generalizado en el
consumo ‘de aglucosa, en la concentracidén de las enzimas
relacionadas con el catabolismo de dicha molécula, en la

cantidad de ARN, asi como en la disponibilidad de



Elevado PSPE
supraumbral

Retraccidn
de botones

Cromatolisis
"Aumento y desplazamiento
del nicleo y nucleolo

Dispersién de 1la

sustancia de Nissl Colapsamiento de la

capa endoneural

Proliferacién de las
Bajo PSPE = células de Schwann

subumbral

Figura 1.- Resumen de los cambios morfoldgicos Y
fisiolégicos que ocurren en las motoneuwronas espinales tras
su axotomia. A, motoneurona controly B, después de 1la
lesidn. (Tomada de Selzer, 1980).



determinadas proteinas estructurales. Todo ello se ha
demostrado mediante técnicas de incorporacidn de precursores
radioactivos (Watson, 1948; Smith y col., 1984; Wells,

1984).

Los cambios celulares que ”aparecen durante la
reaccién neuronal retrégrada son la consecuencia de tres
procesos de origen distinto: disruptivos, regulativos vy
regenerativos (Grafstein, 1983). Las alteraciones
diSruptivas son  las que se ocasionan por la propia lesién
celular, por lo gue son comunes & todas las células
lesionadas v no especificas de neuronas. Ejemplo de ello es
la destruccidén dél reticulo enaoplésmico rugoso por entrada
de iones calcio (Farber, 1981). Las alteraciones regulativas
abarcan agquellos procesos metabdlicos que se modifican como
consecusncia de la pérdidé ‘de la interaccidén tréfica del
terminal axénico .con el soma neuronals por ejemplo, el
aumento de la sintesis de ARNm en el nucleolo. Estas
modificaciones aparecen aidn cuando no se produzca una
seccidon completa del axén, como en el caso del blogueco
axopldsmico con la colchicina (Watson, 1274; Reis vy col.,
1978). Las remudelacioneé regenerativas incluyen  un
conjunto de cambios dirigidos a la produccidn de materiales
gque asequren la reconstruccidén y el buen funcionamiento del
trozo de axdn perdido (Skene vy Willard, 1981). Las neuronas
del SNC lesionadas s6lo muestran alteraciones del primer y

segundo grupo.



Formando parte del cuadro histoldgico de 1la
reaccién  peuronal retragrada, se ha descrito en
motoneuronas espinales y troncoencefalicas la retraccion del
arbol dendritico, el cual se reexpande simultaneamente con
el proceso de reinervacién muscular (Sumner vy Watson, 1971;
Standler y PRernstein, 1982; FPRernstein y col., 1984). Este
fendmeno no se ha podido comprobar en las motoneuronés del

nicleo motor ocular externo (Baker vy col., 1981) {(figuwra

[

Z2). Otra caracteristica de la respuesta neuronal a la lesidn
es la retraccidén de botones sinépficos aferentes (Mendell vy
col.. 1974; Sﬁmner, 1975 a y bi; Chen, 19783 Sterman Y
Sposito, 1984). hl igual que para el fendmeno anterior, el
contacto sindptico se recupera con la reinervacidn

apropiada de las células blanco (Sumner, 197&4).

Finalmente conviene sefalar gque los efectos de la
lesién se traducen en alteraciones histometabdlicas en la
propia neurona asi como en las conectadas sindpticamente a
la misma. 2 A .este efecto se le denomina degeneracidn
transnewonal (Cragg; 1970 Purves y Thompson, 1979;: Kelly,

19813 Ygge y Aldskogius, 1984).

Clasicamente la respuesta neuronal a la lesidn se
ha estudiado con técnicas como la tincidn de Nissl, cresil
violeta o azul de toluidina (Smolen y Truex, 1977; Hawamura

y Dyck, 1981y Simonati vy col., 192837). Estos métodos son
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Figura 2.-. Microfotografias (drcha.) vy reconstruccidn
(izda.) de dos motoneuronas control (A) y axotomizada (B)
del nicleo motor ocular externo inyectadas. intracelularmente
con peroxidasa de rabano. Nétese que las dimensiones del
arbol dendritico y del segmento inicial no se afectan por la
lesidn. Barra 0,5 mm y S0 pm, en el dibujo vy 1las
microfotografias, respectivamente. (Tomada de Baker vy col.,
1981). -
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validos para evaluar cualitativamente los efectos de la
lesidén en aquellos tipos neuronales gque presentan un cuadro
histoldqgico muy‘ claro v qgue a su vez sean muy faciles de
identificar. Sin embargo, en estudios cuantitativos se esta
imponiendo el uso de técnicas de marcaje retrégrado, las
cuales facilitan la identificacién de todas las neuronas
lesionadas, en el supuesto de que no sufran muerte celular.
Entre estas técnicas la mds utilizada es la de la peroxidasa
de rabano (Sumner,. 1975 b: Brushart y Mesulam, 19B0:; Mizumo
Y Col., 1980; Aldskogius vy col., 1983%3; Goshgarian ? col.,
198Z2; Pdsaro-vy col., 1985)«x.
\ ‘

lLa porcién distal del axén lesionado sufre un

proceso degenerativo, cuyas caracteristicas se describieron

por Waller en 1850. Posteriormente diferentes autores han

¥lLos principios béasicos de la actividad enzimatica
de la peroxidasa de rdbano se describieron a finales del
=sigQlo pasado. Asi  mismo es conocida sU  composicion

molecular y caracteristicas bioquimicas (Mesulam, 1982). La
peroxidasa de rdabano no se utilizé como marcador de vias
nerviosas hasta el afio 1968 por Zimmerman. Se sabe gque esta
enzima no difunde libremente a través de las membranas
biolégicas, sino que es captada en vesiculas endociticas vy
transportada retrdégradamente hasta el soma. Gracias a ello
s@ pueden identificar aquellos grupos neuronales de interés.
Fara el revelado de la reaccién se utilizan sustancias
cromégenas derivadas de la benzidina {(diaminobenzina,
tetrametilbenzidina) que se colorean y depositan cuando son
oxidadas.
La reaccidn ocurre asi:
FR + H, 0, = PR~MH, 0O,
FR-H, 0, + (CR)H, == FR +(CR)$ + 2 H. O

donde PR, es la enzima peroxidasa v CR la
sustancia cromdgena {(para mas detalles ver apartado 2.1
TECNICAS HISTOLOGICAS).
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confirmado Y xtendido dicha descripdién (Sunderland,
19783 Allt, 19763 .Selzer, 1980; Lubinska, 1982); Los
primeros cambios ocurren Z4 horas después de la lesion,
comenzando por un engrosamiento de la zona traumatizada, el
cual se acompafa por fragmentacién;del reticulo endoplasmico
Y acumulacidn de , mitocondrias. Fosteriormente, la
degeneraci dn progresa hasta el terminal Vnervioso
caracterizandose por un hinchamiento de las mitocondrias vy
la desorganizacidn % rotura de neurofilamentos Yy
newotibulos. Todos estos fenémenos son puestos en marcha
por la entradavde calcio en. el terminal nervioso (Farber,
}

1981). Finalmente, la mémbrana plasmatica se fragmenta, de
modo que en I & 4 dias adquiere un aspecto varicoso, en
forma de rosario. Este proceso degenerativo es mas rapido
en las fibras de pequedo tamado. La mielina, en aguellos
Rones que la presentan, desorganiza sus capas y se&
fragmenta por los nodos de Ranvier. Los productos finales de
degeneracién son degradados por macréfages. El  proceso de
reabsorcidén de los restos xonales dura mas de un - mes,
mientras gque el tubo endonewral se retrae vy termina por
colapsarse, a no  ser que nuevos rones regenerativos
procedentes del cabo Eroximal lo invadan. For su parte, la
porcidn proximal se retrae y engrosa, formandose lo gue se
denomina "cono de crecimiento" gque en las motoneuronas es
la estructura | precursora de la regeneracién Honal

(Grafstein, 19753 Selzer, 1980; Sumner, 1780). For dltimo,
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la conduccién de potenciales de accién, asi1 como la
transmisidén neuwromuscular desaparecen completamente en la
porcidén axénica distal unos dias después de la lesidn. La
aparicién de estas alteraciones funcionales es variable,
dependiendo del diametro del axén y de la presencia de

mielina (Gilliat y Hjorth, 1972).



14

1.3 CONSIDERACIONES ELECTROFISIOLOGICAS DE LA - REACCION

NEURONAL RETROGRADADA

Junto a las alteraciones histometabdlicas
anteriormente descritas, las neuronas lesionadas presentan
numerosos cambios en sus caracteristicas electrofisioldgicas

(animal. agudao) y neurofisioldgicas (animal crdénico)..Dichos

cambios se han explicado en base a tres tipos de
modificaciones: a) En la eficacia funcional .de las sindpsis
de la neurona lesionada (Huno y Llinas, 1970 a vy b; Hever y

Llinas, 19773 Gallego vy col., 19803 Takata vy col., 19803
Takata y MNMagahama, 1983): b) En las propiedades pasivas o
activas de la membrana plasmatica de la neurona lesionada
(Eccles y col., 1958; Gustafsson, 1979; Fuwada, 1981;
Gustafsson vy Finter, 1984); vy «¢) En la pérdida de la
interaccidn tréfica con la célula blanco (Kuno y col., 1974;
Czéh vy col., 1278; Gallego vy col., .197%; Gallego, 1984). Las
modificaciones en uno o mas de los tres.niveles mencionados
producen respuestas andmalas en la actividad de las neurohas
afectadas (Heyer vy Llinas, 1977; Ribas vy col., 12823

Delgado-Garcia v col., 1985 b3 Torres v col., 1985 a v b).

lLos cambios en la eficacia sinaptica se han

atribuido a modificaciones de los postpotenciales sindapticos
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y/0 de la sensibilidad dendritica a la transmisidén
sindptica. Se ha descrito una disminucidn en la amplitud

(hasta un 70%) (Eccles y col., 19583 Purves, 1975; Gallego y

col., 1980) , Y velocidad de generacion de los
postpotenciales sinapticos excitadores en motoneuronas
espinales rwotomizadas. Esta observacidén es extensible a

otros tipos neuronales (Mendell vy col., 1974: Matthews vy
Melsson, 19753 Purves, 1975; Mendell vy col., 197463 Purves vy

Lichtman, 19783 Farel, 19278: Purves y Thompson, 1979: Takata

y col., 1980). Al  parecer, junto con la reinervacién
apropiada de las células blanco, se recuperan las
caracteristicas funcionales de los postpotenciales

sindpticos (Ballego vy col., 1980).

La influencia que ejerce la axotomia sobre los
postpotenciales sindpticos inhibidores ‘hé sido menos
" estudiada. No obstante, diversos autores han encontrado una
afectacidn similar a la descrita para los postpotenciales
sindpticos excitadores (Kuno y LlLinds, 1970 a; Baker y col.,
1981; Takata y Nagahama, 1983;: Havton y Kellerth, 1984). Es
de sefalar que en motoneuronas aﬂotdmizadas del nidcleo motor
ocul ar externo, se ha demostrado la pérdida de
postpotenciales sindpticos inhibidores (Delgado-Garcia vy

col., 1?278; BRaker vy col., 1981) (figura 3).

Segun el modelo de Rall vy col. (19467) los

postpotenciales sinapticos mantienen caracteristicas
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Figura 3.- Registro intracelular de motoneuronas controles

A vy ) y axotomizadas (B y D) del nidcleo motor ocular
externo mostrando la pérdida de 1los postpotenciales
sinapticos inhibidores en estas dltimas. EVc, EVh,
estimul acidén vestibul ar contralateral Y homol ateral,

respectivamente. Calibraciones como se indican. (Tomada de
EBaker y col., 1981).
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funcionales particulares segun el compartimiento neuronal
(segmento inicial, soma, dendritas primarias, secundarias,
etc.) donde se produzcan.: En base a dicho modelo, FKuno y
LLinas (1970 a) han expiicado las modificaciones en los
postpotenciales sinapticos por retraccidn de los botones
sinapticos aferentes al soma neuronal. Estos resultados,
sugeridos inicialmente mediante - consideraciones
electrofisioldégicas, se han confirmado a nivel

ultraestructural - (Sumner, 197&).

lLas motoneuronas  espinales axotomizadas muestran
la aparicién de potenciales de accidén, es decir, respuestas
parciales todo t:\i nada, de origen dendritico (Kuno y LLinas,
1970 b; Heyer y LLinds, 1977). Este hecho se ha explicado
por el aumento en la sensibilidad de determinadas Areas
dendriticas, preferentemente alejadas al soma neuronal, con
objeto de compensar la disminucidén de los postpotenciales
sinapticos activadores. Las respuestas parciales de origen
dendritico no han sido detectadas en todos los modelos
enperimeﬁtales (Mendell vy col., 1976), como, por ejemplo, en

las motoneuwronas axotomizadas del nacleo motor ocular

externo (Haker y col., 1981).

La excitabilidad neuronal depende de factores de
tipo morfométrico (Stein y Bertoldi, 1981; Highstein y col.,
198%) y de las propiedades pasivas vy/0 activas de la

membrana plasmatica (Kuwada, 1%981; Catteral, 1984). En
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relacion con este tltimo grupo de factores, Eccles vy col.
(1958) han observado que las motoneuwronas espinales
axotomizadas del gato presentan poténciales de membrana,
capacitancia, resistencia de entradg, amplitudes del
potencial de accidén vy de los postpotenciales similares en
‘todo a los de las motoneuronas controles. Sin embargo,
diversos autores han apuntado la presencia de sutiles
cambios en algunoc de estos parametros. For ejémplo, se ha
comprobado que la resistencia idénica de‘,entﬁada en las
motonewronas - espinales agotomizadas-4 se incrementé»vrcon
respecto . a .la de los controles vy gue, _en cambio, hay una
disminucidn deﬂla capacitancia celular (Gustafsson y Pinter,
11984) (figura 4).;Ademés, ze han observado modificaciones en
la ;duracién de 1la posthiperpolarizacién que sigue a un
potencial de accidén o en la canétante de tiempo celular
(Gustafsson vy Finter, 1984). Las (posibles) modificaciones
de las propiedades activas de las membranas de las neuronas
asotomizadas son poco conocidas. En diferentes gspecies de
invertebrados, se ha demostrado un aumento en la
conductancia iénica para el sodio y el . potasio, lo que
incrementa la excitabilidad neuronal (Kuwéda, 19é1; Hu&ada Y

Wine, 1981:; Pellegrino y col., 1284).

El aumento de excitabilidad neuronal se ha
atribuido a un  intento de las motoneuronas espinales
arotomizadas de facilitar la respuesta del arco reflejo,

respuesta que disminuvye normalmente tras la axotomia
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Figura 4.- Distribucién de las propiedades eléctricas de las
motoneuwronas e espinales (histogramas rellenos) Y
axotomizadas. A, resistencia idnica de entradaj E,
constante de tiempo de 1la membrana; C, duracidén de 1la
posthiperpolarizacién que sigue a un potencial de accidén; D,
capacitancia celular. (Tomada de Gustaffson y Finter, 1984).
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(Campbell, 1944). 8i el aumento de excitabilidad de las
motoneuwronas espinales, tras la axotomia, no compensa
completamente la disminucidén de la respuesta del arco
reflejo espinal es por la vya mencionada disminucidén en 1la
amplitud vy velocidad de generacién de los postpotenciales
sindpticos activadores (Eccles vy col., 19258:; Kuno vy LLinéé,
1970 a y bi Gallego y col., 1980). Resultados similares se
han obtenido en. otros modelos experimentales de mamiferos

(Takata .y col., 1980; Takata y Nagahama, 1983) vy de

vertebrados inferiores (Farel, 1978; 1980; Roederer y Cohen,. . ...

1983).
i
l,as motoneuwronas del nldcleo motor ocular externo
axotomizadas no presentan modificaciones | en las
caracteristicas pasivas de la membrana al mantener el

potencial de reposo vy la resistencia de entfada invariables
(Baker y col., 1981). Contrariamente a lo observado en las
motoneuwronas espinales, las del nicleo motor ocular externo
presentan un ‘decremento en su excitabilidad a nivel del
segmento inicial, gue es la zona de menor umbral en la
neurona (Raker y col., 19813 Serra vy col., 1982).
Concretamente, se ha encontrado que la invasidn antidrémica
del segmento inicial no siempre» es posible ni  adn con
estimulos supraumbrales. For otra parte, se ha observado en
el mismo modelo experimental que la invasidén antidrémica se
facilita por la estimulacidn sinaptica de caracter excitador

(Baker y col., 1981).
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En las neuronas axotomizadas se ha descrito una
disminucién en 1la velocidad de conduccidn de la‘ porcién'
proximal del axdén (Kuno vy col., 1974y Mehdell y col., 1976;
Huizar vy col., 1977; Serra v col., 1982;:Blight, 1983) .
Segun estos autdres, después de la axotomia aparece un
descenso del 20-40% en la velocidad de conduccién. Desde el -
punto de vista morfoléoico se ha encontrado que, tras la
axotomia, la porcidn proximal ae los axones disminuye en un
10-15% su didmetro. También se ha descrito una disminucién
en la distancia - entre nodos de FRanvier (Cragg y Thomas,
1264). Ambos factores explican en parte la disminucidén de la
velocidad de ’conduccién. Este fendmeno esta también
relécionado con 1; proximidad de la lesidén al soma neuronal
(DelgadQFGarcia y col., 1982). La velocidad de conduccién
se mantiene disminuida incluso meses después de la lesién
(Cfagg y Thomas, 19643 Delgado-Garcia vy col., 1982). S8in
embargo, tras un periodo de tiempo suficientemente largo, la
velocidad de conduccidén vuelve a ser normal (Selzer, 1980) .
No obstante, para algunos autores la velocidad de conduccién
no se modifica . tras la axotomia (Gilliat vy Hjorth, 1972;
Sumner, 1980 . LLa disminucidn de la velociaad de

conduccidn, segin estos investigadores, se puede deber a un

bloqueo especifico de las fibras de conduccién mas rapida.

Recientemente se han demostrado alteraciones
electrofisioldégicas en las neuronas lesionadas, provocadas

por la falta de aporte de factores tréficos periféricos que
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la axotomia ocasiona. La duwracién de  la
posthiperpolarizacién que sigue a un potencial de accidén es
una propiedad fuﬁdamental que controla la velocidad con que
dichos potenciales se producen; cuanto mayor es su duracién
menor es la frecuencia de disparo de la motoneurona. A su
ver, la frecuencia de disparo de las motoneuwronas determina
la velocidad de contraccidn de las fibras que inervaz asi la
descarga de baja frecuencia de las motoneuwonas del séleo,
causa la baja velocidad .de contraccién de las fibras
musculares. For el contrarko. las motoneuronas que inervan
al gastrocnemio presentan una alta frecuencia de disparo.
Tras la axotomia de ambos tipos neuronales se ha encontrado
una disminuciénien la duracidén de la posthiperpolarizacién
de las motoneuronas del séleo, mientras que la de las
motoneuwronas del gastrocnemio apenas se modifica (Kuno vy

col., 19743 Huizar y col., 1977) (figura S). Los cambios en

la duracién de la posthiperpolarizacién, tras la axotomia,

parecen ocurrir en el sentido de la "desdiferenciacién
funcional” (Kuno y col., 1974). Dado gque los cambios en la
duracison de la posthiperpolarizacidén provocados por la

xotomia se recuperan con la reinervacidn, se ha propuesto
que el misculo mantiene la duracidn caracteristica de dicha
posthiperpolarizac&én. Existen diferentes pruebas
experimentales que refuerzan esta hipdtesis. Asi la
inmobilizacidn muscular o cualquier otro mecanismo que lleve
a la atrofia por inactividad muscular provoca efectos

éimilares (Czéh v col., 1978; Gallego vy col., 1979: Gallego,
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Figura S.— Efectos de la  axotomia sobre la duracién de los
postpotenciales hiperpolarizadores que siguen a un potencial
de accidn. A, potencial de accidén evocado antidrémicamente
en las motoneuronas de, gastrocnemio (G) y s6leo (S)
controles; B, duracién del postpotencial hiperpolarizador
para ambos tipos de motoneuronas controles; C,D, registros
similares a A y B, respectivamente, para las motoneuwronas
lesionadas. Nétese =~ el acortamiento del postpotencial
hiperpolarizador de las motoneuronas del séleo lesionadas.

Calibraciones como se indican. {Tomada de Kuno y col.,
1974).
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i984). En este sentido se ha propuesto . que la
posthiperpolarizacidén (y probablemente algunas otras
propiedades eléctricas) de las motonewonas én el animal
adulto dependen de algian Ffactor tréfico producido por el

metabolismo muscular (Gallego vy col., 1979; Gallego, 1984).

El resul tado global de las modificaciones
electrofisioldégicas neuwronales ocasionadas por la axotomia
es -una alteracién en el comportamiento de la neurona
lesionada (Heyer v LlLin&s, 1977 Bﬁstafsson, 1979); Las
motoneuronas espinales en el gato disparan ritmicamente
durante movimiéntos y  durante posiciones mantenidas. - La
descarga repetit;va puede ser inducida por inyeccién de
corriente a través de microelectrodos intracelulares. Hay
evidencias kﬁernell, 1965) de que las entradas sinépticas y
la inyeécién de corriente por medio de microelectrodos
producen un efecto similar. En base a estos criterios, se
ha estudiado la relacidén frecuencia de disparo/entrada de
corriente en lo que comunmente se denomina curvas -1,
tanto para motonewonas controles como para axotomizadas.
En este sentido Gustafsson (197%9) no observéd diferenciaé
significativas entre las motoneuronas controles Y
axotomizadas. Sin embargo, Heyer y Llinas "(1977)  han
descrito wna mayvor respuesta & la inyeccidn de corriente
(entre S v 13 nA) en las motoneuwronas axotomizadas, mientras
que cuando la corriente inyectada es superior a 40 nA no se

aprecian cambios significativos.
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1.4 SEFAL _FARA LA REACCION NEURONAL RETROGRADA

La deteccitn de la sefal que pone  en marcha el
proceso de respuesta newonal a la lesidén ha sido desde hace
afos un punto de atencién de la neurobiologia (Cragg, 19703
l.ieberman, 1971:; OGrafstein vy McCuarrie, 1978). De acuerdo
con Grafstein (1983), la respuesta neuronal a la lesidn es un
proceso'complejo aque incluye alteraciones especificasvpara la
restitucidén estructural o funcional de la via afectada vy
alteraciones inespecificas originadas por el dafRo que supone
la lesidn. £l objetivn experimental ha sido pues la
identificacidén de la sednal espécifica para la reaccidn
newronal retrdgrada. El efecto de la sefal es dirigir el
metabolismo neuronal del mantenimiento celular normal a la
regeneracion de la porcidn de axdn'perdida. Es posible gue la
respuesta neuwronal se induzca por un cambio en la expresion
genetica, lo que implica transcripcidén de nuevos genes Yy

aumento de sintesis de ARNm, por lo que el nucleolo aumenta

de tamafioc.

Aunque no se conoce su naturaleza, son varias las
caracteristicas del mecanismo de la sefial especifica para la
regeneracion  gue se pueden inferir de los resultados
experimentales. For ejemplo, se s=sabe que la sefial debe

viajar por el axén y que la intensidad con la que actda
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depende particularmente de la proximidad de la lesidn él TOMa
néuronal. También se sabe gue aanentes blogqueantes de la
sintesis de ARN son capaces de detener la reaccién neuronal.
Se han propuesto hasta diez oriagenes distintos de ia senal
para la regeneracidn (Cragg, 1970, aunque los mas
verosimiles parecen ser la estructura denervada o la zona de
lesion. Recientemente, se ha propuesto que la afectacién

xclusiva del elemento postsindptico induce respuestas
similares a las producidas por la wotomia (Gallego, 1984).
La hipdtesis derque la sefal se produce por el metabolismo
del elementao pogtsinéptico, tiene como argumento desfavorable
el gque la inténs%dad y velocidad de la respuesta neuronal no
se afectan por la proximidad de la lesién al soma neuronat ,
como  de hecho ocurre. Fara Craqg (1970 la bipdtesis que
mejor conjuga los resultados obtenidos en disgtintas

“periencias, es aguella que supeone la pérdida de una
sustancia represora, producida por la propia célula, con la

#otomia. Esta hipotesizs supone que las neuronas producen
una proteina que reprime la transcripcidén en ARNm de los
genes relacionados con la regeneracidn, y ademas favorece su
propia sintesis. Esta proteina seria Xportada por el

KoM Si se secciona un  axoén se produce un  incremento

transitorioc en la exportacidén del axoplasma con lo gque la

cantidad de proteina cerca del nacleo disminuve
favoreciéndose la desrepresion del arupo de genes
relacionados con la regeneracidon, a la par que una

inhibicidén de su propia sintesis. For dltimo es importante
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apuntar la posible presencia de mas de una sefal ageneradora

de respuesta neuronal (Crago, 1270).
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1.5 REGENERACION NERVIOSA

"En  animales agultgs, las neuronas del SNC son
incapaces de entrar en ciclos mitdtiéos Y &por tanto
dividirse Y multiplicarse. Consecuentemente, cualquier
lesidn que cause muerte neuronal provoca cambios permanentes
en la estructura del sistema nervioso. Estos cambios
estructurales’ se suelen acompanar de ialteraciones a largo
plazo en las funciones de las Areas afectadas. Mientras que
la muert; neuronal significa un hecho irreversible, la

pérdida de segmentos axénicos es reversible en el SNF vy, al

parecer, en el SNC (Kelly, 1981).

Ramén vy Cajal (191 4) demostrd que 1;5 fibras
regeneradas presentes en un nervio, previamente seccionado,
proceden de la porcién proximal Yy no de la recuperacién
funcional de la porcidn distal del mismo. También fﬁe Ramoén
y Cajal el primero en describir los patrones temporales y
lag caracteristicas principales del proceso de regeneracidn
axonal. Dicho proceso se pone en marcha de & a 30 horas
después de la lesién. La latencia para la puesta en marcha
del proceso regenerativo, asi como la intensidad de éste,
depende de los factores mencionados en el apartado 1.1. For

ejemplo, la latencia para la regeneracién es notablemente
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mis corta en animales jévenes que en viejos. En el extremo
de la porcién proximal del axdn seccionado se constituye el
denominado “"cono de crecimienﬁo", elemento fundamental para
@l inicio de la regeneracion axonal vy cuyas caracteristicas
ultraestructurales veremos mas adelante. El avance hacia
adelante del axdén (cabo p?oximal) se debe a la elongacidn
axonal desde ;1 cono de crecimiento, asi como a la aparicién
y elongacidn de Eolaterales en los nodos de Ranvier mas
proximos a la lesibni Estas prolongaciones alcanzan la zona
de lesién al cabo Je 24~-48 horas, penetrando a través de
ella entre e1>segundo y tercer dia. El ritmo de crecimiento,
a este nivel, esta alrededor de 0,25 mm/dia de tal manera
que la invasidn de la porcidn nerviosa distal por parte de
los axones regenerados no ocurre hasta el décimo o quinceavo
dia. A partir de entonces, el ritmo de crecimiento es del
orden de 2-4 mm/dia, disminuyendo paulatinamente conforme
aumenta la distancia del extremo axdnico respecto del soma

neuronal (Sunderland, 1978) (figura &).

lL.a apiicacidn de diversas técnicas (estimulacién
eléctrica, test de actividad para 1la demostracidn de
reinervacién de las fibras musculares, marcaje radioactivo
del axdén regenerado, etc.) al estudio de los patrénes
temporales de tegeneracidn nerviosa han confirmado los
hallazgos arriba resefados obtenidos por Ramén y Cajal
(Krasne vy Lee, 1977; Grafstein vy Mcluarrie, 1978; Selzer,

1980; Golberger vy Murray, 1982; Mcluarrie, 1983; VYin vy
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neuronal. (Tomada de Sunderland, 1978).
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Selzer, 1984).

Otro principio, enunciado por Ramén y Cajal vy
ampliamente confirmado en nuestros dias (Mizumo vy col.,
1980; Lisney, 198% a y b; Rhoades y col., 1983), es que la
velocidad v 1la eficacia del procestd de regeneracidn aumenta
conforme la lesidén supone menor interrupcidn en la via
nerviosa. En éste sentido, la (egeneracidn de nervios
aplastados es mas facil que la de aquellos sometidos a
axotomia. Las razones de este hecho no son bien conocidas.
Se sospecha qu; la presencia  de tubo endoneural facilita la
regeneracidén  (Lundborg v col., 1982; Medinacelli y Freed,
1987). Con el aplastamiento se aesconecta la via axdnica
pero no la continuidad del nervio con io que la invasidén del

tubo endoneuronal ocupado previamente por los axones

degenerados es mas factible que con la axotomia.

La regeneracidén amxonal se puede dividir en tres
procesns: a) Formacidn del cono de crecimiento; b)
Frolongacidn del cono de crecimiento vy de lés colaterales
‘originadas desde é1 o desde los nodos de Ranvier proximos a
la legidn en un fino axdn que avanza hasta encontrar la
célula blanco; vy c) Maduracidon del axdn hasta originar una
fibra nerviosa de caracteristicas similares a las previas a
la lesidon (Mcluarrie, 1983). El cono de crecimiento es muy
ricao en reticulo endoplasmico liso, neurotdbulos,

neurofilamentos, mitocondrias, lisosomas Y una amplia
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variedad de elementos vacuol ares. Los finos axones

originados desde el cono de crecimiento presentan

neuwrofilamentos vy algunas estructuras . membranosas. La
tercera fase del proceso, la méduracién, consiste en un
progresivo aumento del diametro del ®én asi como de su
organizacidén interna, es decir, ordenacidn de neurofibrillas

Y

y del reticulo endoplasmico.

Durante el - proceso de degeneracién walleriana hay
un gran aumento de célulasbacompaﬁantes del tejido nervioso
cuya funcidén es:-la degradaciﬁn de restos axonales degenerados
(Lubinska, 1982)., En la actualidad ha ganado en importancia
el papel que estaé células Jjuegan como elementos de sosteéen y
guia para las fibras en proceso de regeneracidn (Torvik vy
Skjorten, 1971: Alberghina vy col., 1984: Reisert y col.,
1984).‘No se conocen los mecanismos que regulan el proceso
de regeneracidén por parte de las células de Schwann, aungue
se han propuesto varias hipétesis (Spencer vy Weinberg,

1978). Conforme el axdn avanza se pierden gran parte de las

células acompafiantes, surgidas durante el proceso
degenerativo, hasta que, alrededor de tres semanas después
de la regeneracidn, se consigue un namero similar al

ristente en los nervios controles. Es importante mencionar
gque la composicidn bioquimica de las membranas de mielina
regeneradas es diferente que la de las controles. Esta

observacién ha llevado a la conclusidn de que el proceso de

remielinizacidén durante la regeneracioén nerviosa no
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recapitula el de mielinizacidn que ocurre en el desarrollo.

lLas fibras amielinicas se regeneran de forma
similar a las mielinicas, aunque el proceso mantiene ciertos
aspectos peculiares.' En el terminal axdnico no aparece
tén bien definido el cono de crecimiento. El proceso de
regeneracioh comienza muy répidamenﬁe, s1 bien la capacidad
de avance axonalies de 1-2 mm/dia. For dltimo, aparecen gran

abundancia de brotes colaterales.

Es escasa la informacidén disponible  sobre -los
patrones temporales del proceso de regeneracidn nerviosa
para el VI par craneal {(Baker v col., 1981; Serra y:col.,
iggdr. Como método indirecto se ha sequido él
comportamiento, en el animal déspierto, de la poblacidén de
motoneuwronas del ndcleo motor ocular externo, mediante el
registro del potencial de campo, desde su axotomia hasta la
reinervacién del misculo ocular recto externo. Serra v col.
(1982) han observado que el potencial de campo disminuye un
70-90% a los 3—10 dias tras la lesion. Fosteriormente, se
recupera paulatinamente alcanzando unos valores préximos a
los normales un mes depués de la lesién (figura 7). La
disminucidén del potencial de campoyse relaciona con el
descenso de excitabilidad de las motoneuwronas de dicho
nicleo (Delgado-Garcia vy col., 1978; ERaker vy col., 1981) vy
con la recuperacién de ésta tras la reinervacidn (ver

apartado 1.3).
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Figura 7.— Evolucién de la amplitud del potencial de campo
antidrémico del nicleo motor ocular externo tras 1la

axotomia. A, amplitud del potencial de campo antidrémico
control en el centro del nacleo; B y C, amplitud del
potencial de campo antidrémico 10 y 25 dias después de la
axotomia del VI par craneal. Calibraciones como se indican.
(Tomada de Raker y col, 1981).
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Existen grandes diferencias en las caracteristicas
regenerativas de un ﬁervio periférico mixto en vertebrados
inferiores vy mamiferos. En los primeros la regeﬁeracién
suele ser organizada, debiﬂo a la reinervacidn preferencial
de cada misculo por sus fibras nerviosas originales. For el
contrario, en los mamiferos 1la colateralizacion Qde lag
fibras hace imposible 'la reinervacién adecuada de las
células blanco (Sperry, 1245; Mizumo y col., 1980; Elizalde
y col., 1983; Rhoades v col., 1983 . La causa de estas
diferencias no se conoce en-la actualidad, se supone que las.,
fibras nerviosas en mamiferos liberan una sustanciav que
inhibe 1la péoliferacion colateral de las fibras vecinas.
Dicha sustancia> estaria a su vez inhibida durante el
proceso de regeneracidn, permitiendo asi la invasidn de las
células musculares denervadas por los axones mds proéximos a
elilas. Otro factor gque interviene en el proceso de la
regeneracién es la distancia de la lesién a las células
blanco. Cuanto mayor és la distancia mayor es la
ramificacidn de los axones en el proceso de regeneracidh Y
menos probable es gue alguno de ellos se aproxime'a la
ceéelula blanco para que s pongan en marcha  procesos
especificos de reinervacidn.

La aparicidn de colaterales Hdnicas tiene como

consecuencia el gue una célula blanco pueda ser reinervada

por mas de un terminal woNnico. Fosteriormente, hay un
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proceso de seleccidon de la conexidn adecuada. Este fendmeno
se ha seguido con gran interés por la analogia que presenta
con el désarrollo embrioldgico del sistema nervioso. En la
actualidad se conoce poco acerca de los procesos especificos
locales que hacen posible la correcta reinervacidén de las
células blanco, aunque en concreto para el misculo se supone
que dicﬁés sefales residen en la placa motora v/o en la
membrana - basal que reviste a la Ffibra muscular (Brown vy
col., 19813 Keynes vy col., 1983; Lisney, 198% a y b). En
cualgquier caso se acepta que las terminaciones axdnicas gue
al cabo de un tiempo no hacen contacto con las células
blanco degeneran; Y mueren. En la figura 8A se muestra un
resumen de los fendmenos relacionados con el crecimiento

x0nico v la identificacidén de las células blanco segian que
la axotomia sea distal o proximal. La figura B8E muestra la

reinervacidén inespecifica de motoneuronas del hipogloso tras

el proceso de regeneracidn nerviosa.

Existen, por dltimo, dos grandes lineas de
investigaciéﬁ relacionadas con los efectos de 1la lesién
sobre el sistema nervioso que se describen sucintamente
por estar al margen de los objetivos de este trabajo. La
primera de ellas hace referencia a la capacidad del sistema
nervioso para amoldarse a los dafos irreversibles
producidos por la lesidén de una via nervipsa o de un grupo
de neuwonas. La segunda linea se relaciona con los

procedimientos clinicos dirigidos a favorecer los procesos
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Lesién proximai

Figura 8 A.— Aparicién de colaterales axdnicas tras 1la
axotomia proximal y distal. (Tomada de Selzer, 1980).
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Figura 8 B.- Reinervacidén inespecifica de las motoneuronas

del hipogloso. En la parte superior se muestra 1la
distibucidén contirol de las motoneuronas, - marcadas
retrdégradamente con el producto de reaccidén de la peroxidasa
de rabano. En la parte inferior aparece el grupo de

motoneuronas capaces de la reinervacidn. (Tomada de Mizumo vy
col., 1980).
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regenerativos en el sistema nervioso central y periférico.

Generalmente se acepta que no hay regeneracidn de
vias dentro del SNC (Clemente, 1964), o gue cuando ocurre
no tiene un caréacter funcional (Barron, 1983, La ausencia
de regeneracidon en el SNC ocasiona la aparicidn de diversos
mecanismos que tienden a compensar las deficiencias de la
via afectada. Eiemplo de estos mecanismos son los cambios
. en ‘1a sensibilidad  neuronal, la alteracién de la eficacia
sinaptica, la aparicidn de rutas polisinapticas
alternativas,’ ;etcj ‘Dichas  modificaciones enlazan con la -
remodelacidén del; SNC durante el proceso de aprendizaje
(Sperry, 1%941; 1242 1945; 19513 Tsukahara y Fujito, 1976

Brushart y Mesulam, 1980; Nélson y Mendell, 1927%; Nelson y

col., 1979: Brinkman y col., 198B3; Cotman, 1983).

Existen numercosos factores mecanicos, fisicos vy
quimicos que facilitan el procesc de regeneracidn. Entre
ellos, la implantacidn de tubos cilindricos de silicona, la
irradiacién con anos Xy la estimulacidn eléctrica de los
nervios en periodo de regeﬁeracién, el aumento de
temperatura, la aplicacidn del Ffactor de crecimiento
nervioso, los cambios en las éondiciones idnicas, etc.
Estos factores actian evitando la Fformacidn del tapdn de
glia o© bien como neurotréficos acelerando la velocidad de
regeneracion (Levi-Montalcini y Calissano, 12793 Lundborg y

col., 1982; Love, 198%; Medinacelli "y Freed, 1983;
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Medinacelli y col., 1983 a y bs Nix vy Hopt, 1983).

Normalmente estos factores se usan en conjuncidén con
técnicas quirdrgicas. De acuerdo con su eficacia, de entre
los métodos  para la regeneracién en el SNF se puede

destacar el Qque consiste en introducir los cabos proximales

y distales en camaras de silicona, en sustitucidén de las -

\
"

vainas endoneurales. El método que mas cldsicamente se ha
utilizado es el de la aposicidn y sutura quirdrgica. La
utilizacidén de injertos, es decir, de trozos de nervios

extraidos de otro lugar diferente al de la lesidén, parece

ser - la técnica de resul tados mas . deficientes. .
'

Recientemente, se esta revalorando la posibilidad de

regenerar vias en el SNC por la introduccién de injertos de

tejido embrionario (Tsuge, 1980; Chi y Dahl, 1983%; Crumley

y 8an Francisco, 1983; Gage vy col., 19283/4:; Schmidt y col.,

1983).
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1.6 MODELD EXFERIMENTAL ELEGIDO

Como modelo experimental para este trabajo se ha
elegido el ndclee motor ocular externo del gato. Este
nicleo  constituye  un ejemplo adecuado de centro motdér
superior, en mamiferos, en el gue se pueden evaluar las
modificaciones morfofuncionales provocadas por la arotomia vy
el proceso de regeneracién. Las caracteristicas especiales
de este nucleo,iy4en general del sistema oculomotor, que han

f ,

llevado a elégirln como modelo #perimental, se pueden

resumir como sigue:

a) Facil medida y calibracidén de los movimientos
oculares en el animal despierto, lo cual ha permitido
cuantificar los efectos motores de las lesiones vy el grado

de recuperacidn funcional tras la reinervacidén

b) Las motoneuwronas del nidcleo motor ocular externo
envian sus axones por un nervio exclusivamente motor, el VI
par craneal. Esta caracteristica evita 1los problemas de

deaferentizacidn gue aparecen en nervios espinales mixtos.

c) Las motoneuronas del nucleo motor ocular
xterno inervan casi exclusivamente el maisculo extraoccular

recto externo: s6lo un peguedo porcentaje de xones envian
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colateralesv hasta el misculo retractor bulbi. Este hecho
facilita la correlacidén entre la actividad neuwronal y la
motilidad DCQIar, asi como la determinacidn precisa de los

efectos funcionales inducidos por la axotomia.

d) Las motoneuronas del nicleo motor ocular
externo se conocen bien desde el punto de vista morfoldgico,
electrofisioldgico.y neurofisioldgico por lo que los efectos
producidos por la axotomia se pueden' cuantificar con

facilidad.

e) Las motoneuronas del nicleo ocul ar motor
*
xterno poseen entradas sinapticas excitadoras e inhibidoras

de origen conocido desde el punto de vista morfolégico ¥

electrofisioldgico.

) La actividad de las motoneuwronas del ndcleo
motor ocular xterno, tanto controles como sotomirzradas, se
puede registrar, con cierta facilidad, en el animal

despierto.

g) Por daltimo, las alteraciones provocadas en las
motoneuronas del nidcleo motor ocular eﬁterno por la lesidn
pueden servir como modelo experimental, para el estudio de
algunos sindromes neuroldégicos de la actividad motora
ocular. For otro lado, este modelo es utilizable tambieén en

el estudio de la plasticidad neuwronal en el sistema nervioso.
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Las motoneuronas del nacleo motor  ocular externo

se han estudiado en detalle por morfélogos, neuwrofisidlogos

y especialistas en teoria de sistemas. En las paginas
siguientes (apartados 1.8 Y 1.9 se resumen las

caracteristicas fundamentales de este grupo neuronal ,
dedicando especial interés a aquellos datos mas relacionados

con el presente trabajo.



44

1.7 MOVIMIENTOS OCULARES

La funcidén de los movimientos oculares es
proyectar 1? imagen de un objeto sobre la retina. La
presencia de zonas especializadas en 1la retina hace
necesario que 165 movimientos oculares sean de gran
' preci5ién A(Robinson, 1268). Aungue el gato carece de fovea,
posee una regién central de la retina con mayor densidad de
conos, por lo. que los movimientos oculares tienden a
provectar las imagenes visuales sobre esta Tona

especializada.

Los movimientos ocul ares se han dividido
clasicamente en cinco tipos basicos {(Robinson, 19483
Carpenter, 1977; Leigh vy ZIee, 1983)} a) Movimientos de
sequimientos b} Movimientos rAapidos (sacadicos); c)
Movimientos de convergencia y divergencia; d) Movimientos

reflejos compensatorios; y e) Movimientos en miniatura.

Los movimientos rdpidos o sacddicos tienen como
funcién llevar la imagen del objeto hacia la Ffovea
retiniana. Durante reflejos compensatorios de seguimiento su
latencia es de unos 200 mseg. Estos movimientos son de gran

velocidad (> 100°/seg), llegando hasta B00°/seq en el hombre
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y 200°/seg en el gato. Durante el movimiento parece que no
es posible la percepcién visual. Este tipo de movimiento
puede ser voluntario o bien inducido por un reflejo

compensatorio de origen visual y/o vestibular.

En 1la actualidad se conocen algunas de las
estructuras relacionadas con la generacidén de movimientos

sacadicos, asi como sus patrones de actividad (Fuchs v

Faneko, 1981; Kaneko y col., 1981; Robinson, 1981).

Dentro de los reflejos compensatorios =1=)
consideran dos clases diferentes, el vestibular y el
optocinético. Estos reflejos constan de dos fases: una
lenta, de seguimiento, v ogra rapida, compensatoria. La
fase rapida tiene las caracteristicas mencionadas para los
movimientos sacédicoé. La fase de seguimiento se

caracteriza por presentar una latencia corta, baja velocidad
(20-320°%/seq) y visidén continua durante el movimiento. En el
reflejo vestibulo ocular los ojos se mueven con velocidad
igual pero en sentido contrario al movimiento de la cabeza
(fase lenta)l; esto hace que la posicidn de la mirada (que

es equivalente a la posicidén de la cabeza mas la ocular)

permanezca estable. Cuando el o©io alcanza el limite
anatdémico de la drbita vuelve al centro de ésta con un
movimiento rapido, tomando una nueva referencia segin 1a

cual sequir el reflejo compensatorio. Al  igual que para el

movimiento sacddico también se conocen con bastante detalle
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las estructuras que participan en el reflejo vestibulo
ocular, asi como las sefales gque codifican cada una de
ellas (Skavenski vy Robinson, 1973; Shinoda vy Yoshida, 1974;

Gomez vy Delgado—-Garcia, 1984).

Existen numerosas descripciones de lasg
caracteristicas del resto de los movimientas oculares
resefados mas arvriba (Carpenter, 1977). 8in embargo, al no
estar especificamente relacionadas con este trabajo no se

mencionan agui.
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1.8 CONSIDERACIONES MORFOFUNCIONALES . DE LAS MOTONMEURONMAS DEL

NUCLEQ MOTOR OCULAR EXTERNO

El nicleo motor ocular externo se localiza en la
regidn dorso-medial de la protuberan;ia, al mm del suelo
del IV ventriculo vy se extiende longitudinalmente 1.2 mm,
entre los planos 6 v 7,2 de atlas de Berman, a ambos lados
de la linea media (Ramén vy Cajal,. 1911; BRerman, 1968; Eaker
y col., 196%9: Graybiel y Hartwieg, 1974)."Fofma junto con la
rodilla del faciﬁl, estructura bajo la gue se localiza, la
denominada eminencia del motor ocular externo (eminentiae
abduntis) o eminencia facial (colliculo facialis) (Truex vy

col., 19748).

Al conjunto de neuronas que forma el nicleo del
motor ocular externo se las ha cénsiderado, inicialmente,
como motoneuronas (Ramdén vy Cajal, 19113y Lorente de Né,
1933). ﬂo obstante, mediante diferentes tipos de técnicas se
han detéctado, ademas, grupos neuwronales que proyectan dentro
del SNCAfBaker y Highstein, 1975; Graybiel y Hartwieg, 1974;
Delgado-Garcia y col., 19775, lo cual ha determinado gque este

nicleo no pueda ser considerado como exclusivamente motor.

El nicleo del motor ocul ar externo esta

constituide por unas 2000 * 100 newonas, de las cuales un
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&HOY proyectan’> SUSs axones a trgvés del VI par craneal
considerandoselas como motoneuroﬁas. Alrededor del 30% de
las neuronas conectan, a través del fasciculo longitudinal
medial, con el hﬂcleo del motor ocular comin contralateral vy
se las denomina interneuronas internucleares. El 10% restante
estd formado por neuronaé de las que se desconoce sus puntos

de proyeccién (éteiger y Buttner—-Ennever, 1978).

Las motoneuronas se distribuyen uniformemente a lo
1afgo del nicleo motor ocular  externo.  Fresentan - formas .
variables fusiférmes,,esféricas, piramidales y multipolares,
siendo estas;mltgmas las mas abundantes. Las primeras se
localizan principélmente en las proximidades de la rodilla
del facial. Las dimensiones del soma celular (tomando el
valor medio de los didmetros mayor y menor) oscilan entre 15
y IO um, siendo la media de 25 pm vy la desviacién tipica
respecto de ella de 0,5. Las descripciones recientes de los
arboles dendriticos para las motoneuronas, realizadas
mediante inyeccidn intracelular de peroxidasa de rabano
{Highstein vy col;q 1982), coinciden con las realizadas,

mediante impregnacién argéntica por Ramén vy Cajal (1911).

Las motoneuronas presentan un nimero variable de dendritas
primarias (entre 7 y 12) que se ramifican profusamente
hasta salir de 1los limites anatdmicos del niacleo. Los

arboles dendriticos se orientan preferencialmente hacia tres
pa

Areas: los nicleos vestibulares, el fasciculo longitudinal

posterior vy la formacidén reticular del puente.
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Ultraestructuralmente las motoneuronas muestran en
el soma un nicleo redondeado, de cromatina dispersa vy un
nucleolo. En la regidén perinuclear se localizan cisternas de
reticulo endoplésmico bien organizadas. El aparato de Golagi
no es muy abundante. Fimalmente, poseen gran namero de
pequefas .y elongadas mitocondrias asi como de lisosomas.

Sobre la membrana somdtica aparecen gran cantidad de botones

siﬁépticos. ‘En el anén se detecta 1la presencia de
neuwrofilamentos de estructura altamente ordenada y de

terminales sinapticos sobre - el segmento inicial. Las
terminaciones/afgrentes a la motoneurona, que hacen contacto
sobre el segmento inicial,zsoma o dendritas poseen vesiculas
de aspecto esferoidal vy arrifonado desconoci éndose el
neurptransmisor que incluyen (Destombés y Ripert, 1977;

Spencer y Sterling, 1977).

Grantyn y Grantyn (1978) han descrito las
caracteristicas electrofisioldgicas de las motoneuraonas del
nicleo motor ocular externo. Las propiedades pasivas vy
activas de las membranas en estas neuwronas se resumen como
sigues la resistencia de entrada oscila en un réngo de
1,2-4.,8 Mﬂ; su velocidad de conduccidn oscila entre 23 vy 84
m/seg, mientras el potencial de membrana varia de -30 a ~-60
mV, siendo 10,5 mV ell Qalor medio de despolarizacidn umbral.
Finalmente, 1la durécién del postpotencial hiperpolariz-ador

es de 47 mseg y su amplitud de 1,8 mV. Estos datos son
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similares a los obtenidos en las‘motoneuronas x espinales
{(Coombs vy col., 1959; Kernell, 1965;>Richter y col., 1974).
Esta coincidencia de resultados revelan una aparente
contradiccidn. Por;up lado, segin Henneman y col. (1%465) la
excitabilidad neuronal est4d en relacidén inversa con el
tamafio celular; por otro lado, las propiedades pasivas de las
membranas estan iniimamente.,relacionadas con los patrones
morfométricos celulareé (Rall, 1959; Grantyn vy col., 1977).
Uniendo estos dos principios, y debido a que las
mctonéuronas Dculomotoras sSOn MAas peguefas y con mayor rango
dindmico de produccién de potenciales de accidn que las x-
espinales, se p%eden esperar amplias diferencias en las
propiedades de membfana. Esta contradiccion se resuelve
si se acepta gque las motoneuwronas oculares poseen bajos
valores en la resistencia especifica de la membrana
plasmatica, parametro ain no medido (Grantyn vy Grantyn,

1278).

La actividad de una neurona depende de sus
propiedades electrofisiolégicas y de las(entradas sinapticas
gue recibe. El uso de marcadores guimicos y/o radiocactivos
que se transportén retrograda o anterégradamente a través
del axdén, Jjunto con los estudios Ffisioldgicos que comportan
el registro intra o extracelular de neuwronas del nicleo tras
la estimulacidn eléﬁtrica en distintas éreas(cerebrales o
viceversa, han dado una idea bastante clara de las

aferencias y eferencias del ndcleo motor ocular externo. Las
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aferencias a este nicleo son de origen vestibul ar,
reticular, del nidcleo prepositus hipoglossi vy del nidcleo

motor ocular comian (figura 9).

El nucleo motor ocular externo recibe aferencias
desde los nacleos vestibulares homolateral y contralatei-al,
las cuales tienen caracter inhibidor Yy excitador,
respectivamente. La importancia relativa de estaé aftferencias
no estd completamente clara. Asi, algunoé autores mantienen
que la via homolateral implica cuantitativamente vmayor
namero de células mientras que otros consideran que son
similares (Bakeriy col., 19469; Maciewiz vy col., 1977; Baker v
Spencer, 1981: Forter vy cof., 1985) (figura 9). Ademas de la
via directa de origen vestibuﬁar, yva mencionada, se han
detectado hasta tres rutas polisindpticas procedentes de los
nidcleos vestibulares gque convergen finalmente en el nicleo

motor ocular externo (Frecht, 1979).

La Ffuente mas importante de entradas sinapticas
hasta el nidcleo del motor ocular externo, junto con la
vestibular, es la gue proviene de la formacidén reticular. Al
igual que en el caso anterior existen proyecciones desde
areas homciaterales y contralaterales, de caradcter excitador
e inhibidor, respectivamente (Hikosaka y col., 1977,: Yoshida
v col., 197%9: Hikosaka vy col., 19803 Raker y Spencer, 1981;
Forter vy col., 1985) . Las células localizadas en esta

regidén vy relacionadas con los movimientos oculares- se han
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AFERENCIAS AL NUCLEO MOTOR OCULAR EXTERNO » 2§nsseeds
Neuronas Vestibulares Inhibidoras HomolateraleS.....ecoeeeeessoe 270 4+
o " Excitadoras Contralaterales.......eccccc... 210 ++
" Reticulares Inhibidoras " eeseeaccesasens 200 ++++
" . Medial-Dorsal.... 280 :
" " Excitadoras Homolat .
_ cmoia eralesLateral-Ventral.. 150 R
. HomolateralesS.....ceceeeeeen cestsecascans .. 320
" Prepositu
Tep s Contralaterales.....cceceauses sesecncnccan . 680 M
Homolaterales........ ceceena .. 40 )
" Internucleares dell nMOC*
" Contralaterales.......v....... 680 A
: Fomolaterales........ ceeseceas 60
n " supranMOC* T
P < Contralaterales....ccceueeconn 180 ‘'Y
*nMOC (ndcleo Motor Ocular Comin) - Total...2510
Figura 9.-— Diagramas (arriba) y cuantificacién (abajo) de
las vias aferentes al nicleo motor ocular externo. III, IV,

nicleos motores de las pares craneales tercero y cuarto;
FLM, fasciculo longitudinal medial ; FR, formacidn
reticular; MOE, nicleo del motor ocular externoi; FH, nicleo
del prepédsito hipogloso; SV, LV, MV y DV, son las regiones
superior, lateral, medial vy descendiente, respectivamente,

del ndicleo vestibular. (Tomada de BRaker y Spencer, 1981).
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caracterizado }Qr sus patrones de descarga. Se pueden
considerar cuatro tipos diferentés de actividad neuronal: a)
las células de pausa presentan un disparo sostenido para
cual guier posicién ocular salvo cuando héy un movimiento
sacadico, periodo en el cual pefmanecen silentes;y b) Las
células de brote excitador se activan cuando- el movimiento
sacadico ocurfe en la direccién de activacion. Estas
neuronas se localizan en la formacidn reticular homol ateral
al nicleo motor ocular externo; c) Las células de  brote
iﬁhibidor se activan cuando el movimiento sacadico ocurre en
la direccidn dé inactivacién. - Estas neuronas se localizan
ern  la {ormaéiéq reticular contralateral al nldcleo motor
ooul ar externog -y d} Las células de broﬁe—ténicas mantienen
un  patrdén similar al de las motoneuronas. Las conexiones

entrea

0

ztas células han sido ampliamente estudiadas, al
atribuirseles el papel de origen de los movimientos
aculares espontdaneons (Lushei y Fuchs, 1972 kaneko y col.,

181 Yan Gisbergen v ceol., 1981) {(figura 10).

Otra via de proveccidén aferente al nicleo motor
ocular externe procede del ndcleo prepositus hipoglosi
V{Ma:iewiz v ;01,, 1977) .  La proyeccién. contralateral es mas
densa que la homolateral, y no gstd claro si estas neurmhag
tienen carédcter activador o inhibidor sobre las motoneuwronas
del macleo motor ocular externo (McCrea v col., 1279). Sus

céalulas muestran un  patrén de actividad del tipo de

brote-tdnico. Se desconoce, en ia actualidad, camo
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Decisiébn para mirar
> al blanco

B

% |

Réplica de la posicién

ocular
KA
{ML/>

l> Posicidén del hlanco

Figura 10.- Conexiones de las neuronas de pausa (nF), brote
(nR) ¥y 'ténicas (nT) de la formacién reticular del puente,
para la generacidn de 1la actividad en la motoneurona (Mn)
que induce los movimientos oculares sacddicos, seagin el
modelo propuesto por Robinson (1981).
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interviene este nidcleo en la gsseracion de movimientos
ocul ares {(Lépez—-RBarneo v col., 1%80: lannouw v col., 1984y

Delgado~Garcia vy col., 1983 a’.

El daltimo grupo de aferencias al ndacleo motor
ocular externe proviene del nmicleo motor ocular comin vy,
desde el punto de vista cuantitativo, es la “"menos
importante. Esta proyeccidn es bilateral y ambas son
apfoximadamente igual en namero (Maciewiz vy Fhipps, 1983).
Hay evidencias suficientes para sugerir que esta via
eferente esta relacionada principalmente con los movimientos
oculares de Cer?encia (Delgado-Garcia v col., 19773 HMays,

i984).

El estudio neurofisioldgico de los nicleos motores
oculares se inicid en los afos sesenta, orientandose al
analisis cualitativo de 1la conducta motoneuronal durante el
reflejo vestibulo ocular. Tales trabajos se realizaron en
animales espinales o anestesiados, 10‘ que limitdéd 1la
variedad, amplitud vy velocidad de los movimientos oculares
en relacién a sus patrones de conducta neuwronal (Tyc—Dumont
y Dell, 1961; Rertrand y col., 19&6; Preéht y col., 1249). La
técnica de registro unitario extracelular en el animal
despierto (Evarts, 1948) ha permitido un rapido avance en la
investigacion de este campo. La actividad en la motoneurona
depende de la posicién ocular (Fuchs vy Luschei, 19703

Robinson, 19703 Schiller, 1970; Henn vy Cohen, 1272). Asi
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por ejemplo, la frecuencia de descarga de las motoneuronas
aumenta cuando el animal mueve los ojos homolateralmente, en
la direccidn denominada de activacién. For el contrario la
frecuencia disminuye cuando los ojos sa dirigen

contral ateralmente, en la direccidén de inactivacidn.

En base a estos estudios cualitativos, Robinson
(1970) definidé la relacidén matematica que indica la
frecuencia instantanea (F) de disparo de las motoneuronas

del ndcleo motor ocular externo.
F=F + kP + rP

Donde F es la frecuencia de diéparo cuando el ojo
estd en el centro de la d4rbita, k v r son dos constantes de
proporcionalidad especificas de cad; neuwrona, que indican la
sensibilidad & la posicién (F) y a 1la velocidad (F) ocular.
El producto rf es igual a cero durante fijaciones oculares

. .

y tanto EKEF como rF  pueden tener valores negativos para

fijaciones y/o movimientos en la direccién de inactivacién.

La ecuacion anterior define la conducta
motoneuronal durante.la estimul acidn de origen visual.
Fosteriormente, se ha comprobado (Skavenski y Robinson,
1973) que dicha gcuacidén es también valida para
la estimulacidén de origen vestibular. Durante el reflejo

vestibulo ocular los canales semicirculares recogen la
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informacién referente a la aceleracién de la cabeza. Fara
transformar esta aceleracidn en posicidén ocular debe haber
una doble integracidén. Las neuronas vestibulares :de primer
orden portan informacién referente a la velacidad de la
cabeza, por lo cual la sefal se desfasa ?0° con respecto
a la -posicidén de la cabeza vy del ojo (Fernande; vy BGolberg,
1971).Dado gque la mecanica ocular es incapasz de realizar, por
i sola, la segunda integral; esta debe ser hecha entre las
neuronas vestibulares de segundo orden  y las motoneuronas
del nilcleo motor ocular xterné, de tal ‘manera -que la -
frecuencia de disparo en estas neuronas tiene un  desfase
inferior a 90? (Skavenski vy Robinson, 1973%; Gomez v
Delgadd—Garcia, 1984).

La figura 11 (Baker vy Spencer, 1981) muestra las
diferentes pautas de conducta de las motoneuronas del ndcleo
motor ocular externo durante diversas situaciones
experimentales (fijaciones, movimientos sacddicos vy reflejo
vestibulo ocular), Asi  Ccomo de la actividad de las
principales aferencias que praoyectan monosindpticamente

sobire dichas motoneuronas.
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Figura 11.- Actividad de una motoneurona (Mn) del nicleo

motor ocular externo durante Ffijaciones y movimientos
oculares de tipo sacddico o vestibular. En el diagrama se
muestra la actividad de las neuronas de la formacidn

reticular excitadoras e inhibidoras (NRE vy NRI) v la de los
nicleos vestibulares (NVE vy NVI). (Tomada de Baker vy
Spencer, 1981).
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£l presente trabajo de investiogacidn. z@ ha

centrado en cubrir los siguientes objetivos experimentales:

a) Caracterizar los patfones morfometricos v
citoarquitecténicos de la poblacidén de motonewonas del
mnicleo motor ocular externo gue. tras la axotomia, reaeneran
sus axones hasta reinervar el misculo recto exterho. Fara
@llo se utilizéd la técnica del marcaje neuronal retroarado
mediante la inveccidn de peroxidasa de rdbano en el misculo
recto externo control vy denervado. Fl estudio se realizagd
dos meses despuéds de practicada la axotomia a nivel de la
4Grbita Dcularfdél VI par craneal.

i

Como paso previo vy para cubrir este objetivo se
puso a punto, en nuestro laboratorio, la técﬁica de marcaje
reuronal retrégradeo mediante la enzima peroxidasa. Fara
ello se realizdéd ‘una evaluacidén sistematizada de todas las

variantes a la técnica descrita en los dltimos afos.

b Estudiar la actividad eléctrica de las
motoneuronas del nacleo motor ocular xterno controles v
axotomizadas durante distintos tipos de movimientos

oculares, en el gato despierto e intacte. Concretamente se
estudid la evolucion de la conducta de las motoneuwronas hasta
un  ano después de realizada la lesion. Con este {fin, se
registrd la actividad wtracelular de motoneuronas controles

y axotomizadas durante fijaciones oculares, asi como duwrante
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movimientos oculares sacddicos voluntarics o inducidos por
estimulacidén vestibular o visual. Séilo se registraron vy
analizaron aquellashmatbneurmﬁaa identificadas mediante su
activacidn antidrémica desdse =1 nervio del VI par craneal
homolateral.

\Con objeto de determinar la eficacia de l1& lesién

v/0 del grado de reinervacion se realizaron . registros

oculares tanto en el ojo control como en el lesionado.

) Analizar los datos registrados tanto de
motonewronas controles como axotomizadas con el propésito de

establecer relaciones entre: a) Foeosicidén del ojo en la

drbita v actividad de las motonswronas; bl Frecuencia
instantanea de disparo durante movimientos oculares
zacadicos v la frecuencia maxima de disparo neuwronal o

velocidad maxima ocular durante dichos movimientos; c) Fase
de la Ffrecuencia de disparo en la motoneuwrona frente a la
fase de la posicidén ocular durante estimulacidn de origen

vestibular.



T MATERIAL Y METODOS
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Z.1 TECNICAS HISTOLOGICAS

T.1.1 CASUISTICA

Fara la realizacién - de los experimentos
histoldgicos'se utilizaron. 10 gatos con pesos comprendidos

entre 1,5 v 2 Hg;

'3.1.2 ERDCESAMIENTD* DE L0~ ANIMALES.;‘MEfDDICA “DE:« LA
INYECCION DE LA FEROXIDASA DE RAERANO
o
Veinticuatro horas antes de la operacidn, el
animal se sometid a un ayuﬁo de sé6lidos, con objeto de evitar
complicaciones inducidas por la anestesia. For otra parte,
el material quirdrgico se esterilizd sumergiéndolo, durante

@l mismo periodo de tiempo en una solucidén de Armil al O,17%.

Como anestésico se utilizé ketamina i.m. (Ketolar,
35 mg/kg de peso). Freviamente a la anestesia se administré
una dosis de atropina i.m. al 0,54 (Iml/1 Kg de peso) para
evitar gque un exceso de secreccioneé bronguiales produjese

alteraciones duwrante la operacidén.

Una vez anestesiado, el animal se colocd en la
mesa de operaciones sobre una manta térmica, con objeto de

mantener su temperatura dentro de un margen adecuado
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(Z8°20.3) lo que se controld mediante un termémetro rectal.
Segquidamente se afeitaron vy lavaron las zonas quirurgicas
para minimizar la posibilidad de infeccién y facilitar el
proceso operatorio. Finalmente se;¥ijé la cabeza del animal
en un instrumento estereotdrico para favorecer el abordaje

xperimental.

l.os animales seleccionados se destinaron a
estudiar, en el orden que se indica, los siguientes objetivos
experimentales: al Variantes en la técnica peroxidasa de
rabano; b) Identificacidn de los tipos neuronales’ del nacleo

motor ocular externo:; vy ¢) Efectos de la axotomia a nivel de
]

la é6rbita ocular del VI par craneal. No obstante los
diferentes grupos sperimentales v dado que siempre se usd
como modelo el midsculo recto sterno vy el nicleo del motor

ocular externo, el abordaje guirdrgico fue similar en todos

los casos.

Fara marcar las motonewronas del nacleo motor
ocul ar xterno, se practicd una incisidén en la piel
periorbitaria a nivel del misculo recto externo. Seaquidamente
se separd la conjuntiva ocular, desinsertandose el mmscuim
recto externo del globo ocular, con el fin de abordar desde
su cara interna el nervio del VI par craneal (figura 12).
Fara alcanzar la unidén neuwromuscular con mayor facilidad se

xtrajo el liquido de la cdadmara anterior ocular con la ayuda

de una jeringa estéril. Finalmente, baijo un microscopio de
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Figura 12.—- Representacidén mostrando el abordaje quirdrgico
del nervio del VI par craneal (nVI). RE, RI ¥y RS, rectos

externo, inferior y superior, respectivamente; 10, oblicuo
inferior.
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diseccién Olimpus, se inyectaron, & la entrada del VI par en
el misculo, de 30-40 pl de peroxidasa de rabano (Sigma tipo

VI) al S0% en dimetilsulféxido (Keefer, 1978).

En el grupo experimental el nicleo motor ocular
xterno se abordé de forma similar a la descrita. Una ve=z
localizada la unién neuromuscular se procedid a cortar el
nervio 1 mm antes de su entrada en el misculo. Dos meses
depués se inyectd la peroxidasa de rabano en el misculo ya

reinervado.

Cuando se tratd de marcér las interneuronas del
nicleo motor ocular externo se comenzd la operacién con una
incisién antero posterior de la piel de la cabeza del "animal,
siguiendo la sutura sagital. Una ve:z recha;ado a ambos
lados el tejido subyacente, con la ayuda de un craneotomo,
queddé descubierta la superficie craneana. A continuacion se
realizd un pequefo orificio (2-3 mm de diametro) mediante un
torno de dentista Kavo. Finalmente se inyectdé 1 pl de
peroxidasa de rabano a nivel del nicleo del motor ocular
comin {(coordenadas: 3,75 mm anterior, 1,5 mm lateral y 24
mm de profundidad a partir de la superficie éerebral, Berman,

1968) .

Todos los pasos descritos se realizaron en un acto
quirdrgico que durd, aproximadamente, una hora. La fase

final del mismo consistid en cerrar la herida con puntos de
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sutura y protegerla con una nebulizacién de Veterin—fenicol.
For dltimo, se inyecté preventivamente penicilina—-G sddica

(100,000 w.i.), con objeto de evitar procesos infecciosos.

Tras la operacién, el animal se colocé en una
habitagcidén climatizada a 28°C y, durante el tiempo que durd
el efecto del anestésico, se le cambiéd dE; postura varias
veces al objeto de evitar edemas pulmonaresgy neumonias por
decubito. Las zonas operadas se limpiaron cada dia, durante
el tiempo de supervivencia del animal, con gasas estériles y
se les puso Blastoestimdlina en pomada, que presenta accidn

germicida y facilita la regeneracidn del tejido.

Z.1.Z% FROCESAMIENTO DE LOS CEREBROS. FIJACION Y TECNICAS

HISTOOQUIMICAS

Tras un periodo de supervivencia variable @ (24
horas para el marcaje de las interneuronas, 42-48 horas para
el marcaje de las motoneuronas controles y axotomizadas) se
procedid a la perfusion intracardiaca de los animales
bajo anestesia barbitiarica profunda, inyectando
intraperitonealmente pentobarbital sd4dico {(Nembutal) a la

dosis de 50 mg/kg de peso.

Fara la perfusion intracardiaca se abridé la caja

tordcica vy  se separd el pericardio. . Seguidamente, se
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secciond el dpice del ventriculo idizquierdo y se introdujo
una canula rigida a la que se ajustaron las Jeringas
utilizadas para realizar la perfusidn en la aorta ascendente.
Inmediatamente después se sujetd la canula con una pinza

plana para facilitar la evacuaciétn del fluido.

. Fara 1la preparacidén del liquido de perfusidén se
utilizdé el método inicial de Karnovsky (1965). El liquido
utilizado fue una mezcla de dos fijadores, paraformaldehido
al 14 (FParaformaldehido, Merck) en‘ una solucidn de tampdn
fosfato - {(pH '7,4) (Fosfato monosddico - hidratado~fosfato
disddico) Q,IH. iLa mezcla se prepard partiendo de S00 ml de
agua ‘destilada a la que se afnadieron 20 g de
paraformaldehido .y de 4 a 8 gotas de hidréxido sodico 1Ng
una vez disuelto se afadieron 80 ml de glutaraldehido al

25%, 460 ml de tampdn Ffosfato (pH 7,4) vy agua destilada

hasta completar 3J.000 ml.

La perfusién se hizo segin los siguientes pasos:

en primer lugar se realizéd un lavado con suero salino

(cloruro sédico al 0,7%) hasta limpiar de eritrocitos el
tejido‘ cerebral (500 ml); Seguidamente se inyectd 1la
solucidn  +fijador (1.500 ml). Fara los animales que se
procesaron segun el método de la diaminobenzidina 1la
perfusidén ’acabé en este paso. For dltimo, se pasd una

solucién de sacarosa al 10% en tampdn fostato O,1M.
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Terminada la perfusidn delianimal, se extrajo el
cerebro, separando el tronco del encéfalo e introduciéndolo
en tampén fosfato con sacarosa al 104 durante 15 horas.
Antes de proceder a seccionar coronalmente &1 tronco del
encéfalo, se escogidé. de éste un blogque de uwnos 2 cm,

alrededor de los pedinculos cerebelosos.

Las secciones coronales y sagitales se realizaron
con la ayuda de microtomo de congelacidén Reichert-Jung mod.

1209 o con un vibratomo Lancer serie 1000, graduados a SO pm.

Los cortes se  recogieron seriados vy ordenados en tampon

fosfato (pH 7,4) 0O,1M, donde pueden permanecer hasta una
i

semana sin deterioro de la actividad enzimatica , o en

Solucién de recogida (Mesulam, 1982). Fara la recogida de
los cortes se dispusieron bandejas de plastico divididas
en 285 compartimientos y agujereadozs en su base a modo de
colador, de manera que se pasd la bandeja a los diterentes
medios de incubacidon. A continuacidn se lavaron en tres
pasaos con agua destilada y posteriormente se introdujeron
en el medio de incubacidn, que se prepard antes de usarlo,
mezclando la siguientes soluciones:

Solucidn Az nitroferricianuwro sdodico . (Sigma)
disuelto én agua destilada (300 mg en 277,55 ml de agua) al
gque se afadid 15 ml de tampén acetato O0,2M (pH 3,3).

Solucidén H: conteniendo el sustrato oxidable para
la reaccidn enzimatica, la tetrametilbenzidina (THMB., Siagma)

en solucidén saturada de alcohol absocluto (7,3 ml); para



70

llegar a disolverla se necesitd agitar vy calentar

ligeramente.

El periodoc de incubacidén Ffue de 20 minutos en
agitacidn suave, pasados los cuales se afadieron 7,5 ml de
perdxido de hidrégeno al 0,24 vy se continud en agitacidn por
otros 20 mihutos. En los casos en los que se .utilizé el
método de la glucosa oxidasa como promotor de la reaccién, el
protocolo fue idéntico salvo que, en vez de peroxido de
hidrdégeno se  empled una mezcla de los siguiéntes productos:

Beta—d glucosa (Sigma) 200 mg, cloruro de amonioc (NH - Cl)

{Merck) 40 mg, glucosa oxidasa 0,3 mg, por cada 100 ml de
medio. El periodo de incubacidn oscildé entre 20 vy 120
minutos vy se realizé en estufa a 37°C. Finalizada 1la

incubacidén se sometidé el tejido a repetidos lavados en
tampdén fosfato (pH 7,4) O,1M. Terminado el proceso se
procedid a montar los cortes en portas preparados con

gelatina y sulfato crémico potasico.

Con aduellas secciones de tejido que se procesaron
utilizando la  diaminobenzidina como cromdégeno se\ siguid un
protocolo distinto a partir de la pérfusién con Karnovsky.
Una ver extraido el tronco del encéfalo se introdujo en una
solucidén de fijador, similar a la que se usd en la
perfusidn, durante 6 horas. Después el tronco del encéfalo
se& llevd a una solucidn de tampdn Tris (pH 7,4) con sacarosa

al 0%, permaneciendo a-4°C hasta que la pieza se depositéd
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en el fondo del recipiente. Las seccioneé de 30 um se
recogieron en tampdén Tris (pH 7,6). A continuacidon se
pasaron a la solucién de incubacién con el cromégeno, 250 mg
de diaminobenzidina tetrahidroclérica (DAR, Sigma) en S0 ml
de tampdn Tris. El periodo de incubacidén fue de 30 minutos
en la estufa a I7°C, pasados los cuales se aﬁadié peroéxido de
hidrégeno .o glucosa oxidasa. Al iqual que en el Caso
anterior, las secciones se mantuvieron durante 20 6 120
minutos, respectivamente, en las condiciones descritas para
la tetrametilbenzidina. Finalmente las secciones se lavaron
repetidamentE‘éen “tampén ~Tris. y se montaron -en -portas

gelatinados.

Cuando se utilizé cloruro de cobalto (Adams, 1977)
como factor coadyugante de la reaccidn de la
diaminobenzidina, este producto se disolvié al 0,34 en
tampdn Tris sumergliéndose en €1 las secciones recién
cortadas durante 10 minutos. Fosteriormente se lavaron tres
veces en £ampén Tris (1% minutos) vy se continud con el

protocolo de la diaminobenzidina.

Durante el montaje de 1los cortes histologicos se

hicieron dos series paralelas, Ay BE. Ambas series se
dejaron sin cubrir hasta el dia siguiente para su
deshidratacidn. En la serie A s completd la

deshidratacidn con dos breves pasos por alcohol absoluto y
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dos pasos en #ileol v se cubrieron con  DFX. l.a serie HB se
utilizd como referencie para localizar los nicleos ya que se

le realizd una contratincidn en rojo neutro (14).

Fal.301 VARIANTES AFLICADAS A LA TECNfCA DE L& FEROXIDASA DE

RABANO

Al | protocolo antes descé&to de la reacciodn de
la peroxidasa de  rabano se le realizaron diferentes
modificaciones. Estas se hicieron con el fin de evitar la
presencia de productos de la reaccidn inespecificos o bien
de mejorar la sensibilidad de 1la misma. Las variantes gque
se probaron (ver khtablas I vy 1II) afectan a la eficacia de la
reaccidn, sequn diferentes autores (Itoh vy col., 1979:
ﬁesulam, 1982 Pasaro y col.., 19833 lWeber y Kalil, 1283%).
Fara evitar 1la presencia de pronctDs de reaccidn
inespecificos se usaron las wvariantes siguientes: al
Cambio en la concentracidén de nitroferricianuro sdédico de la
parte {A) de la mezcla. Concretaménte, 'se pUusieron
cantidades crecientes 10, 30, 100 vy 300 mg: b) Introduccion
de un bafio de sclucidn estabilizadora, que consistid en una
mezcla de nitrofterricianuro saéadico 9 g,' tampon acetato (pH
343 3 ml, alcohol absoluto S0 ml v agua destilada 45 ml.
lLas secciones se introdujeron en este bano una ver revelada
la actividad enzimatica; v ¢) Filtracidn. Esta modificacidn
consistid en filtrar 1a parte (A) de la mezcla, previamente

a la introduccidén de los cortes en ella. En ocasiones
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se. utilizd el sistema de Filtrado para el prepgrado de
diaminobenzidina. EI1 aggundo orupo de variantes - se aplicd
para mejorar la eficacia de la técnica en el marcaje de
neuronas. En este sentido se utilizaron dos var?antes: al
Glucosa oxidasa como  enzima dadora del 'poder de
oxidacidén, en su reduccidn, de la glucosa en ver de perdéxido
de hidrégeﬁo; y b) Clorufo de cobalto como coadyugahte en el

revelado de la diaminobenzidinag ambos métodos vya se

describieron en el apartado anterior.
Z.1.4 ESTUDIO DEL MATERIAL

una veéz comprobada la existencia de neuronas
marcadas con el producto de reaccién de la peroxidasa  de
rédbano, se procedid al estudio particular de cada una de las
secciones de tejido. Fara ello se contaron v tomaron las
medidas de los diémetros mayor vy menor en todas las neuronas
marcadas en el corte con la avuda de una camara clara
acoplada al micrpscopio. l,a localizacidn de cada neufona se
facilitd al utiiizar'la serie B para identificar cada una

de las estructuras troncoencefdlicas colindantes.

Como microscopio se utilizé un Leitz . Dialux 20.
Los dibujos de los cortes se ordenaron siaquiendo los planos
estereotdvicos de Horsley-Clarke de acuerdo con el atlas de

Berman (192468).
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3.2 TECNICAS ELECTROFISIOLOGICAS

%.2.1 DISEND EXFERIMENTAL

El ;registro de la actividad de las motoneuronas
del nﬂclé;’ motor ocular externo se desarrolld segan el
disefo experimeﬁtal que se muestra en la Ffiqura 13. Fara
ello se implaﬁté un electrodo bipolar en la regidn proximal
a la zona de lesién. El registro de la actividad eléctrica
de las motoneurcnas se realizdé por via transcerebelar,
medianfe microelectrodos de vidrio. La actividad en las
motoneurgnas  se anali=zd en respuesta a estimulos de
diferentes origenes (eléctrico, vestibular y visual). Junto
a la actividad de las motoneuronas se registrd la conducta
ocular (fijaciones o movimientos de los ojos). Todas las
sefiales obtenidas se amplificaron y grabaron en una cinta
magnetica Hewlett Fackard de B canales para su posterior
andlisis. Naturalmente, en las motdneuronas axotomizadas se

procedié 'de forma similar., exceptuando la axotomia del

nervio.
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Figura 13.— Disefo experimental. MpsnMOC vy MnsnMOE,
motoneuronas del nicleo motor ocular coman vy externo
respectivamente: nVes, niicleo vestibulary RE y RI, misculos
recto externo. e interno respectivamentes Ve ' Vh,
estimulacidn vestibular contralateral Yy homol ateral

respectivamente. Los simbolos rellenos significan entradas
sindpticas inhibidoras. -
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Z.2.2 CASUISTICA

Fara la realizacidn de los experimentos
electrofisioldégicos se utilizaron 10 gatos con pesos
comprendidos entre 2 vy 3,5 Fa. Debido a que los

experimentos crdénicos implican gran namero de. dias o0 meses
en la realizacidon de los mismos, se prestaron especilales

cuidados a los animales dedicados a este grupo experimental.

l.os animales se seleccionaron de entre aquellios gue
mostraron mayor docilidad Y fortaleza fisica.
Frofilacticamente se " les invyectd, a su llggada al
laboratorio, penicilina G 1 sodica (150.000 Wela AF0).
Cuincenalmente, se le administrd, por via oral, 100 mg de
vermifugos vy se les inyectéd 6,5 ml de un preparado

polivitaminico.
F.2.3 PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Los animales se mantuviefon en ayunas durante las
24 horas previas a la intervencidn quirurgica. Se
anestesiaron con ketamina i.m. {Ketolar 35 ma/Kaq de peso),
administrandose dosis de 9 a 10 mg/Hg durante la
intervencién cuando el estado del animal asi lo aconsejo.

Antes de la anestesia se les administréd atropina al ©,5%

i.me (1 ml/kg de peso).
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tna vez anestesiado, el animal se coloud en la
mesa de operaciones sobre una manta térmica y se Tijd su
cabeza a un aparato estereotaxicos a continuacidén, se

lavaron v afeitaron las zonas quirdrgicas.

a intervencidén comenzd con una ihcisién
antero-posterior en la piel de la cabeza, siguiendo la
sutura saaqital. Una vez r;chazado a ambos lados el tejido
Subyacente vy con la avuda de un craneocotomo, se liberd de
insercciones aponeurdticas toda la zona craneal comprendida
entre la fontanela bregmatica vy el foramen occipital. Una

ver descubierta, la calota craneana se lavd cuidadosamente

con suero ftisioldgico templado.

Ce siguieron dos técnicas de lesidn segan la
proximidad de #sta al SOoma neuronal : quirargica v
@lectrolitica. La primera se realizd a nivel de 1la odrbita
tal v como se describidé en el apartado 3.1.2.2. La segunda

nediante uwun electrodo bipolar implantado a 1la
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homolateral. La lesidén electrolitica se realizé pasando
-

oulsos de corriente de 1 minuto de duracidén v de 2 mA de

intensidad hs

zta que desaparecid con el movimiento ocular.

Fara la implantacidn de los electrodos de

estimulacidn se practicaron en el crdanec dos orificios, con
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la avuda de un torno de dentista (Havo?. For uno de 1oz

orificios se implantd un electrodo de estimueiacidn sn &l

nervio del motor ocular externo (lado izguwierdo! a su sslilda
del tronco del encéfalo, SEQUN las coordenadas
estereotéaxicas: 1,5 mm posterior, 2 mm lateral v 28 on de

profundidad a partir de la superficie cerebral (Berman
1968). Este electrodo se situé inmediatamente anterior a ia
zona de lesidn, cuando ésta se realizd a nivel cenﬁral. For
el Qtrm orificié se implantd un electrodo de estimulacidn
en el micleo motor ocular comin derecho, segan coordenadas:
.75 mm ante}ior, 1.9 mm lateral vy 24 mm de profundidad a
partir de la superficie cerebral (Berman, 1968) {(figura 14).
l.a localizacién exacta del punto de estimulacidon se realizé
mediante la induccidn por estimﬁlos eléctricos de las
respuestas motoras deseadas (abduccidn ‘del ojo izguierdo v
adduccion del ojo derecho) con el minimo posible de
intensidad (mA). Una vez alcanzada el Area de estimulacidn

deseada, los electrodos se Fijaron con cemento dental

(Dura—-lay) a la superficie craneal.

Los movimientos oculares se registraron mediante
electrooculograma o por seguimiento electromaanético. Fara
el reagistro mediante electrooculograma se implantaron cuatro
electrodos, dos en el apéndice frontal del arco cigomdtico
de cada lado y otros dos en los bordes supra &
infraorbitarios de la cavidad ocular. FPara el registro

mediante el sistema electromagnético de seguimiento del



79

Figura 14.—- Corte sagital de la cabeza del gato, donde se
representa la via de aproximacién de los electrodos de
estimulacidén vy de registro. E.E.nVI, electrodo de
estimulacion del nervio del VI par cranealy E.R. electrodo
de registro; P, preamplificador; RE, recto externo:; RO,
registrador ocular.



movimiento ocular se fijd,

:

alrededor de la esclerdtica

inoxidable aislado con tefldén
(figura 14).
l.a

implantacidén de

realizé por Via

anteriormente. Fara ello.

con suero fisioldgico estéril y

apropiado se realizaron

atravesando la drbita osea.

los electrodos en sus

fijaron con cemento dental,

@stabilidad an el

terminales de

craneana, via transdérmica.

incisiones utilizando
aponeurosis y misculos,

ia piel. Las suturas

estéril vy desintectadas con

Cooper—Zeltia).

Todos los terminales
se soldaron a

el cual, a su vez, se fijd

(figura 14)

transcutanea

se lavod

los

correspondientes
al
reqistro

estos electrodos
cagut estéril del

v seda trenzada del

se lavaron

un conector eléctrico,
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mediante puntos de sutura,

un hileo espiral de acero

(Delgado-Garcia y col., 1983 c)

los electrodos de plata se

en los puntos indicados

todo el campo operatorio
mediante una fresa de tamaho

orificios correspondientes

Tras esta operacidén se anclaron

orificios vy se

objeto de obtener una buena

electrooculocqgrafico. Los

s llevaron hasta la calota

Sequidamente se suturaron las

namero cero para la

namero uno para

con suero fisiologico

spray antiséptico (Dermozel,

de los electrodos implantados

disefado para tal fin,

al craneo con cemento dental
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El sistema para la fijacién de la cabeza del animal
consistid en tres tornillos de acero de 5 mm de diametro vy
20 mm de lonaitud, fijados en el crémeo con cemento dentals;
dos en el mismo plano frontal de cada lado v uno posterior vy

=

medial sobre la cresta occipital (figura 13). Alrededor de
é¢stos se atornillaron otros mads pequefos de 2 mm de diametro
vy 7 mm de longitud; con objeto de dar consistencia vy
snlidéz ala uwunidn de la resina sintética con el craneo.
Seguidamente, se practicd un Drifiﬁio hasta la duramadre,
por donde se introdujo uwn hilo de plata, utilizado com;
electrodo de rgferencia en el registro. Con todo esto se
consiguid una blataforma fijada sdlidamente al créneo del
gato. Al finalizar _esfe montaje, se desinsertaron los
masculos del cuello v se dejé al descubierto todo el hueso
occipital. En la base dé este hueso se atornillaron de un
lado otros tres tornillos pequefios vy sobre éstos se
construyd una barrera de resina de unos 13 mm de altura vy 2
mm de espesor uniendo ambas mastoides. Con esta barrera gue

actuaba a modo de pared, se evité una reinsercidén en la

cresta occipital de los misculos del cuello.

En el hueso occipital se practicd una cranectomia
de unos 4 mm de diametro hasta llegar a la dwamadre. EL |
orificio se limpid de restos o6seos con suero fisiologico vy
el reborde dseo se selld con cera de hueso para evitar
nemorragias procedente de los senos diploideos. Tras esta

operacitdn, se aplicdé sobre el orificio una pomada de
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Figura 13.- Ilustracién del resultado final del proceso
quirirgico. €, conector eléctrico; CD, cemento dentaly O,
orificio occipital para el abordaje transcerebelar del

nicleo motor ocular externo; TF, tornillos de fijacion.
(Tomada de Serra, 1982). .
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gentamicina v se tapd con un material inerte (Silastic). Con
esta preparacion se facilité el abordaje al nicleo en
estudio. FPara evitar problemas se respetd la duramadre hasta

el momento del reqgistro.

Todos 1los pasos descritos se realizérnn en un
mismo acto quirdrgico, cuya duracidén aproximada fue de 7 a 8
horas. La fase fina; del mismo consistid en cerrar los
puntos hemorragicos mediante espuma sintética (Surgicel,
Johnson vy Johson) vy los bordes cutaneos vy musculares se
limpiaron con suero fisioldgico estéril, vy se desinfectaron
con  spray antiséptico. Se suturaron los bordes de 1la
incisiéon craneal’ con objeto de cerrar la herida dejando

visible la plataforma. Finalmente se aplicé

Blastoestimulina, pomada de accidn germicida.

En todas las intervenciones se administrd al
animal por via subcutdnea 50 ml de suero glucosado vy
complejo vitaminico H. En los énimales donde se observaron
signos de depresidén cardiorespiratoria se administraron,

ademas, analépticos respiratorios por via intramuscular.

El postoperatorio se siguid bajo las mismas
precauciones tomadas en las experiencias histeoldgicas. Una
ver el animal mostréd signos de recuperacion, se comenzaron

~ =

las secciones de registro (dwracidn de 2 a 9 horas por

sesibn), para lo cual se introdujo al animal dentro de un
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confortable saco, se colocd suspendido en un  sistema
- disefado para tal fin, inmovilizandose su cabeza mediante un

sustentador o barra de fijacidén (figura 16).
Z.2.4 ESTIMULACION

Fara 1la estimulacién eléctrica se utilizaron
electrodos fabricados con hilo de plata aislado con tefldn,
de~300 pm de diametro y una punta libre de aislamiento de
100 a 500 pm. . La estimulacién Ffue bipolar, teniendo el
electrodo paralelo una distancia entre las puntas de 0,5 a 1
mm. Se utilizaror pulsos simples rectangulares, negativos o
positivos, con ura duracidn para cada pulsp de 10 a 50 pseq
y un voltaje comprendido entre 1 vy 20V (lé corriente maxima
nunca excedid de 0,5 mA). La Frecuencia d; estimul acidn
fue de 1 Hz. Como estimulador se utilizéd un Cibertec CS-220
de dos canales, proaramable y con una unidad de aislamiento

para cada canal.

Fara estudiar la conducta de las motoneuronas del
nagleo motor ocular externo dwante el reflejo vestibulo
ocular se utilizd como estimulacidén la rotacidn pasiva de la
cabeza del animal, para lo cual se le coloco en una mésa
giratoria disefada para este fin (figura 16). El estimulo
consistid en un qiro sinusoidal de la mesa con una amplitud
pico a pico de 30° y con un ranqgo de frecuencia entre 0,1 vy

& H=.
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Figura 16.— Ilustracién del sistema de suspensién del animal
y fijacidén de la cabeza. 1, mesa giratoria; 2, sistema para
" matener flotante el animal:; 3, micromanipulador; 4, barra

para la fijacién de 1a cabeza del animal; 35, saca para
mantener inmovilirado al animal. (Tomada de Serra, 17982).
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Fara estudiar la conducta de las motoneuronas del
nacleo motor ocular externo ante las entradas visuales se
presentaron al animal blanceos Fijos v en movimiento a

distintas velocidades.
Z.2.5 hEGISTRD DE LOS MOVIMIENTOS OCULARES

Entre las técnicas de registro de los movimientos
oculares (Carpenter, 1977;: Leiagh vy Zee, 1987%) se eliqieron,
por un lado, 1 método de registro en corriente continua o
electraoculogrgMa (EQG) Y potr otro, - el sistema
electr@magnéticc tde seguimiento ocular. Las ventajas vy
desventajas de uno "y otro sistema han sido ampliamente .
discutidas‘(RDbinsnn, 196%; Fuchs y Robinson, 19643 Leigh v
Zee, 1983). Debido a la peguefa magnitud de los potenciales
generados por los movimientos oculares, en un rango de 20 a.
40 pV, la sefial se amplificé en un Tektronix AM 502 vy se
grabd, para su posterior andlisis, en una cinté magnetica

Hewlett PFPackard.

Fara analizar los movimientos oculares kegistrados
fue necesario previamente calibrar el registro. lLa posicidén
central del ojo en la 6rbita, es decir el valor de 09, se
calculd adquiriendo, en un osciloscopio digital Norland

o

ZO01A, todos los movimientos oculares duwrante S minutos, el

punto centiral se considerd como O° (Lopéz—-Rarneo vy col.,
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1982). La calibracioéon de la amplitud de dichos movimientos
se realizd por cambios de la posicién del objieto en arcos de
10 y 20° derecha izquierda, arriba abajo, anotandose la

amplitud y direccidn de 1la sefal registrada.

Z.2.6 REGISTRO EXTRACELULAR

Como electrodo de registro se uwtilizaron pipetas"
de _vidrio {Carning Cotrp.). Inicialmente, s& lavaron en
distintas soluciones (dcido nitrico, 20 minutos; agua
hidestilada, IO?minutos; alcohol de 969, o minutos; acetona,
S minutos) vy ;eguidamente secadas en estufa. Con este proceso
se consiguid eliminar las impurezas aﬁadidas al wvidrio que
alteran sus propiedades eléctricas vy dificultan el llenado
con la solucidn condu;tora. Fara la fabricacién de los
microelectrodos - se utilizéd un estiradorb de pipetas
Marishige, con el gue se obtuvieroh micropipetas con un
didmetro comprendido entre 1 y 20 pm, bajo comprobacidn en
microscopio éptico. Fosteriormente se procedid a su lienado
con una solucién de CINa 1,5M y saturadas con un colorante
(azul cielo pontamina o verde rapido). BSe seleccionaron
agquellas micropipetas que presentaron mayor consistencia en

la punta, vy cuyas impedancias oscilaron entre 2Z-% MOhm.

La seffales obtenidas a través de las micropipetas
se llevaron hasta wn preamplificador NEX-11 (Biomedical

Enginsering Corp.), cuvas caracteristicas permiten la
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elim?nacidn de ruidos eléctricos (Serra, 1982). Del
preamplificador la sefal se llevd a un amplificador
diferencial‘Tektronix AM 502, de 200 MOhm de impedancia de
entrada, donde se amplificé diez veces. Desde éste la
seﬁai s&@ pastd, por un 1ado, hasta un audiomonitor de 2 W de
potencia conectado con unAaltaQoz Y. por otro,  se visiond en
un Koscilocnpia Tektronix S223. Cuando el regiétro mostrd
buegg calidad e interés, se arabd en una cinté~ magnetica

Hewlett PFackard 39468A.

El abordaje del nldclec motor ocular externo se
realizd por v;a transcerebel ar {(figura 14). En 1la primera
sesidn  experimental se realizd, previa administracidn de
anestésico local (Scandican), la apertuwa de la duramadre a
través del orificio abierto en el hueso occipital durante el
proceso operatorio. El microelectrodo se aproximé\medianta
un  micromanipul ador (Narishige Corp.) hasta reconocer el
potencial antidrémico de campo del nacleo {Delgado—-Garcia v
col., 1?85 c). Fosteriormente se aisld cada unidad hediante
su act?vacién antidrdmica exclusiva desde el VIl par
homolateral. Terminada la sesién de reqgistro se aplicdéd una

lamina de silastic y un tapoén de cera sobre el orificia.
Z.2.7 VERIFICACION HISTOLOGICA

lina vez finalizada las sesiones experimentales se

procedio a la verificacidn histoldégica de 1la zona de
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registro. Fara ello, en la dltima sesidn experimental se
llenéd el microelectrodo con una soclucidén colorante. Una ve=x
situado en la zona de regiétro se pasoé por el
microelectraodo una corriente continua de 15 pA duwrante 95
minutos suficiente para saturar de colorante el espacio
circunscrito a la punta del microelectrodo.

Concluidas las sesiones de reqistro, los animales
se sacrificaron {con una sobredosis de anestésico vy se
perfundieron con -una solucién salina fria. éegqida~ por una
solucidn de formaldehido al 10%. “Unas véz +ijados los
cerebros, se corté la reqidén de la protuberancia en un
microtomo de comgelacién (Leitz) en secciones de 50 pm, vy
éstas se tiferon seqin la técnica del Cresil—-Violeta (Kluver

y Barrera, 1253).
F.2.8 ADRQUISICION Y ANALISIS DE DATOS

Los registros de la actividad de 1las motonswonas

controles vy xotomizadas vy de los movimientos cculares, gue
previamente se almacenaron en cinta magnética, s
dispusieron para adquirirlos Y analizarlos en un

osciloscopio digital programable Norland 30014 (figura 17).

La <seffal de 1la posicidén ocular se pudo definir
bien, sin consumir gran cantidad de memoria, con unidades de

muestreo de 1 mseg, por lo cual pudo ser adquirida
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Figura 17.~- Diagrama de bloques del sistema de registro,
visualizacidn, almacenaje y andlisis de la sefal proveniente
del nicleo motor ocular externo y del movimiento ocular. A,
amplificador; AM, audiomonitori; CM, cinta magnética; DV,
. discriminador de ventanas; ES, estimulador: IM, impresoras
"ME, microelectrodo de registroy 0O, osciloscopio; O0ODF,

osciloscopio digital programabley P, preamplificador; T,
tejido.
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directamente en el Norland 3ZI001A. En cambio, la actividad

o

en las motoneuronas necesita un  periodo de muestreo mucho

mas corto, consumiendo tal cantidad de memoria en su
adguisicioén qQue’ fue imposible introducir la sefial
directamente. For esta razdén se ided un sistema de

adguisicidn mediahte el cual se cmnvirtié la actividad en la
motonewrona en un procesc puntual, gue no desvirtud las
caracteristicag' temporales con la que ocurrid dicha
actividad. De acuerdo con este proceso la actividad en las
motoneuronas se pasd a través de un discriminador de ventana
{(Cibertec, FDV 105), dispositiveo  que genera un pulso . de
corta duracidén cuando la sefal supera el umbral marcado
vternamente (el ajuste del umbral se determind por la
monitorizacidn en un osciloscopio de éste y la seffal). Este
pequefio pulso se introdujo, como fuente, en un estimulador

Cibertec 220R) due genera pulsos de corta duracidén vy

frecuencias regulables sternamente de acuerdo con las

necesidades'de,adquisicién en el Norland Z001A.

Una ves introducida la informacidn en el
osciloscopio digital programable se procedid al andlisis de
ésta. El analisis se realizé bien mediante funciones
directas definidas en las propiedades del aparato, bien
mediante proagramas elaborados para relacionar determinadas

variables.

En base al sistema antes citado, para . los
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movimientos oculares se pudo definir: amplitud Q duracidn
del movimiento ocular, . velocidad Y aceleracién aque se
desartrollan durante dicho movimiento. FPara la ‘actividad en
las motoneuwronas se establecieron parametros como:
frecuencia instantdnea interespiga, representada por el
inverso  de1 tiempo transcurrido entre dos potenciales de
accidon, histoagramas de f}ecuenéias Y frecuencfa maxima de
actividad durante un movimiento. La importancia de cada uno
de estos pardmetros en la caracterizacidon de la actividad de
las motoneuronas durante movimientos oculares esta, en
parte, reflejada en los resultados v discusién. Be este

trabajo.



4 RESUL T TADOS
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4.1  VARIANTES AFLICADAS A LA TECNICA DE LA FEROXIDASA DE

RaBaNQ

Fara la obtencién de la maxima sensibilidad en la
actividad de ia peroxidasa de rabano se estudiaron
sistematicamente los efectos de diferentes componentes en el

medio, tal y como se detallan a continuacidn.

4.1.1 VARIANTES AFLICADAS EN_EL FROTOCOLO DE REVELADO CON

TETRAMETILBENZIDINA

Cuando se uwutilizaron cantidades  crecientes de
nitroferricianuro sédico. (10, 20, 100, 200 mg) se observo,

por una parte, gque el niamero de neuronas marcadas aumentd

sensiblemente con la concentracidn y, por otra, no se
aprecid una fuerte disminucién del producto de reaccion
inespecifico para las concentraciones mas bajas. La

cantidad de 300 mg fue la mas iddénea para el revelado de la

tetrametilbenzidina.

La sequnda variacidén en el protocolo de revelado



con la tetrametilbenzidina

medio de incubacidén, antes de
¢ste. En otro grupo de secc
solucién estabilizadora como
enzimatica. Ninguno de esto
resultados finales obtenid

presencia o ausencia de ambos

il.a concentracidén de
factor determinénte en las c
con la peroxidasa de rabano.
precisé para ;ei revelado de
dificil evaluacilén, ~vya qgue
ambiente interfirieron en }a
modificacidén de la velocid
ocasiones, a la infravalora
marcadas 0o a la produccidn de
las preparaciones. Debido
aplicacidn de la variante de
resultados obtenidos, menos
marcajes neuronales. En la ta

obtenidos segin la variante ap

En la Figura 18 A
motoneuronas del micleo motor

producto de reaccidn de la pe

95

consistid en el Filtrado del
la introduccidn del tejido en
iones de tejido se utilizd una
Mltimo paso de la reaccidn
g dos factores mejoraron los
os,  siendo inditerente la

pasos.

peroxido de hidrdogeno fue un
aracteristicas de la reaccién
La concentracidn ideal, que se
la actividad enzimatica., fue de
cambios en la temperatura
velocidad de la reaccién. Esta
ad de reaccidn condujo, en
cidn del namero de neuronas
precipitados inespecificos en

a estas circunstahcias, la
aglucoza oxidasa fue, seqin los
alterable vy produjo mejores
bla I se resumen los resultados

licada.

se muestra la poblacidn de
ocular externo marcadas con el

roxidasa de rabano, utilizando

como cromégeno la tetrametilbenzidina vy la actividad de la
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glucosa oxidasa como suministradora del poder de oxidacion.

4,1.2 VARIANTES AFLICADAS EN EL  FROTOCOLO DE REVELADD CON

 IAMINOEENZ IDINA

Al igual gque en el caso anterior, el filtrado no
modificé lost - resultados Dbtenidos al utilizar
diaminobenzidina como sustancia cromdgena. For otra parte,
no se encontraron modificaciones en la eficacia de la
reaccidon al prodesar ésta segin las variantes del peréuido
de hidrégeno o de la glucosa oxidasa. En la figura 18 C se

muestra wn grupo de motoneuwronas del ndcleo motor ocular

externo marcadas con el producto de reaccidn de la
peroxidasa de rabano, utilizando como . cromégeno la
diaminobenzidina y 1la actividad glucosa oxidasa como
suministradora del poder dé oxidacién, En dicheae

microfotogratia se pueden observar los granulos, dispersos
por el citoplasma y dendritas principales, formados por el

producto de reaccidn de la peroxidasa de rabano:

El empleo de cloruwro de cobalto reforzd el
producte de reaccidn de la peroxidasa de rabano en las
neuronas marcadas, coincidiendo con lo descrito por otros

autores {(Adams, 19773 Itoh y col., 1979). La concentracion



97

é6ptima a la gue se empled este producto fue del 0,34, en
tampdn TRIS. La utilizacidén del cloruro de cobalto produjo
wna tincidn indiscriminada de todas las newonas en  la
secclon de tejido elegida. En la figura 18 B se muestra un
ejemplo de motoneuw onas del nucleo motor ocul ar
externo marcédas, usando como cromégeno “1a diaminobenzidina

v en presencia de cloruro de cobalto al 0,5% en tampén TRIS.

El revelado de la  reaccién de la peroxidasa de
rdbano con tetrametilbenzidina o diaminobenzidina fue similar
cuando las secciones de tejido se realizaron por congelacién
o mediante vibfatbmo. For otra parte, para el estudio de
las secciones de 'tejido bajo el microscopio éptico, fue tan
valida la recogida de dichas secciones en tampén fosfato 0,1M
(pH 7,4) como en solucién de recogida (ver apartadeo 3.1.35
procesamiento de los cerebros: fijacieén Y técnicas

histoguimicas).

En la tabla Il se resumen los resultados obtenidos
con las variantes aplicadas a la reaccién de la peroxidasa
de rabano utilizando diaminobenzidina como sustancia

cromdgena.



98

4.2 EFECTOS DE LA AXOTOMIA  SOBKRE LA MORFOLOGIA' DE  LAS

MOTONEURONAS DEL. NUCLED MOTOR OCULAR EXTERNO

Las caracteristicas morfoldgicas del ndacleo mbtor
ocular externo se- estudiaron mediante l& inyeccién,QE la
enzima peroxidasa de rabano en el maisculo recto externo
(figuras 19 y 20). En la microfotecarafia 20 A, tomada de una
seccidén coronal a nivel de ia protuberancia, aparece dicho
niclec formado por dos masas neuronales aisladas: la mas
numerosa se sitﬂé bajo la rodilla del facial, - formando el
nidcleo del motor ocular externo principal. ?réximo a él, en
posici’én mas ventral y lateral, se localizé el nucleo del
- motor  ocular externo accesorio, CUYas DNDeUronas envian  sus

axones a través del VI par craneal para inervar el misculo

retractor bulbi.

Dentro del nacleo del motor ocular externoc
(denominacién usada, habitualmente, para referirse a la
porcion principal de dicho nidcleo) se reconocieron dos
Qrupos newronales que se diferenciaron por  sus areas de
proyeccion (figuwa 12 A yv By. Las motoneuronas, cuyos axones
viajan por el VI par ~craneal hasta el misculo ocular recto
externo, vy las interneuronas, que proyectan al nuacleo del
motor ocular comin contralateral. Ambos tipos neuronales

se encontraron entremezclados a lo largo del nacleo (figura
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E)

19 C), w1 bien se detectd mayor proporcidén de motoneuronas

(Z:1). Las motoﬁeuronas se distribuyeron homogéneamente a
travéé‘ del nicleo, mientras que las interneuronas se
encontraron, en ocasiones, formando agrupaciones de & a 10
neuroﬁgs.

En ia figura 20 se muestra una seccidn coronal del
nﬁcleovmotor;ocular externo. . En este caso, la peroxidasa de
;rébano @ invectd en el misculo recto xterno dos meses
'después de su denervacién por wotomia periférica del VI par
‘craneal. En  la figura 20 se observa la drastica disminucién
de la poblacidn de motoneuronas tras su axotomia (Ax), si se

i

compara con la control <C).

En cortes seriados, vy mediante 1la cémara clara
acoplada al microscopio, se estudid la distribucidén espacial
(en los planos coronal vy sagital) de las poblaciones de

motoneuroeonas marcadas para los grupos control vy axotomizado

(figuras 21 vy  22). En las controles, la densidad de
motoneuronas fue mayor en las regiones centrales del
niucleo, disminuyendo progresivamente hacia las Areas mas
periftéricas de éste. 'No se observd ninguna distribucién
especial en funcidn del tamaho o de ié forma. EI n&merd

medio de motoneuronas marcadas en el ndcleo control fue de
1.248 * 64 D.T. (desviacidén tipica) (rango 1143-1315). La
poblacidén de motoneuwronas votomizadas se distribuyd

espacialmente de forma similar a las controles, aunque menos
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densamente agrupadas. El namero medio de motoneuronas
marcadas., después de la reinervacién del misculo recto
®xterno, fue de 642 * 34 D.T. {(rango &05-680), es decir,

alrededor del S50% menos que las encontradas en los controles.

€

i

La incapacidad de las motoneuronas xotomizadas para
reinervar siguié un  patrén aleatorio, no encortrandose en
ninguna regidn del nicleoc mayor *pérdida de motoneuronas

marcadas (figura 21 C-Am).

La capacidad para la reinervacion de las
motonewonas axotomizadas tampoco fue superior para ninguno
de los tipos morfolégicos presentes en el ndcleo (figuras 20

y 23). Todos los tipos morfolégicos encontrados en los grupos

controles (multipolar, piramidal vy fusiforme) se observaron,

también, en el nicleo dos meses después de la xotomia.
NMormalmente las motonew onas wotomizadas mostraron un
producto de reaccidn menos intenso, a la wvez gue su

acumulacien en la dendritas principales fue tan leve que
sequir la trayectoria de éstas fue muy dificil. Estos hechos
revelan que las motoneuronas aotomizadas tuvieron
importantes deficiencias en el transporte wonal retrdégrado
de la peroxidasa dé rabano. For 4ltimo, no se Dbservaroﬁ

cambios significativos en la distribucidén espacial de las

dendritas principales de las motoneuronas tras la axotomia.

También se estudiaron los cambios inducidos por la

Hotomia en las caracteristicas morfométricas de las
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poblaciones de motoneuronas marcadas tanto control como
axotomizada (?igura 24) . El tamafio del soma de lasg
motoneuronas se considerd como el valor medio de sus
didmetros mayor vy menor (sélo se midieron aguellas células
cuyos ndcleos aparecieron completamente rodeados por el
producto de reaccidén de la peroxidasa de rabano)d. Estas
medidas no se ajustaron para compensar. el encogimiento del
tejido durante el proceso histoquimico. La distribucidn de
tamanos del soma neuronal en ambos grupos, control vy

xotomizado, fue normal (p i 0,05, test de Chi cuadrado).
El diametro medio para las motoneuwronas controles fue de
32,1 pm = 1,86"D.T. (rango 14-32 pm), mientras que para
las axotomizadas +fue de 24 pm * 1,89 D.T. (rango 16-36 ' pm).
lLos gruﬁos control vy axotomizado no pudieron ser

diferenciados de acuerdo al tamafio de sus somas (p 20,01,

test de ANOVA modelo 1).
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JDE LAl AXOTOMIA L SOBRE LA MECANICA OCULAR

En los animales controles los movimientos v/o
fijaciones de ambos 0jos se encontraron perfectamente
acoplados (figura 26 €Y, de tal manera que éstos,

generalmente, mantuvieron la misma posicidén en sus o6rbitas

respectivas. Este hecho indicd la presencia de visién
binocular para dichos animales.  La axotomia del VI par
craneal en el ojo izguierdo provocé en éste la

imposibilidad dé alcanzar ?/o @antener posiciones a la
izguierda de Q° (valor en grados atribuido cuando el ojo se
gitﬁa en el centro de la drbita) (figura 28). Este efecto
fue desapatreciendo paulatinameﬁté, probablemente de forma
paralela con la reinervacion del misculo recto externo; no
ocbstante, la recuperacidn en la motilidad ocular no fue
nunca completa durante el periodo de experimentacidn, de tal
manera gue un aho después de la axoctomia el ojo lesionado
fue incapaz de alcanzar posiciones entre 107 y 18°¢ grados a
la izquierda. La presencia dé estas anomalias en la
mecanica ocular puso de manifiesto la eficacia del proceso
de lesidn, asi como evidencid la respuesta regenerativa del
VI par craneal. Otro efecto de la axotomia fue 1la
imposibilidad dei ojo afectado {(izquierdo) para mantener
fijaciones, en cualguier direccidén, en el plano horizontal

(figura 28). Los valores gque tomd el ojo lesionado en los
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movimientos yv/o fijaciones hacia la derecha fueron similares
a los controles (fiéura 26 Ax), aunque en la figura 25 se
representan  como ligefamente "inferiores con el fin de
sequlr la evolucidn de la posicidn en ambos o0jos sin mezclar
los registros.
i

LLos reswultados ﬁostrados en las fiaquras 26 v 27 se
realizaron mediante adquisiciones de 5 minutos en  un
osciloscobic digital programable. Durante estas
adquisiciones se muestrearon cada 20 mseg las posiciones de
ambos ojos en ! él plano horizontal (figura 26) o de cada ojo
en el espacio (Fibura 27) antes vy después de la adotomia. La
tigura 26 £ muestra, en los animales controles, una clara
relacidén  lineal con pendienté 1 entre las posiciones que
ocuparon los oios derecho (ordenadas) e izquierdo (abcisas).
Este tipo de relacidn indicéd que ambos ojos conjugaron sus
posiciones en la érbita con el fin de mantener la visidn
binocular. Tras la axotomia del VI par craneal (figura 2é6
Ax)l, la relacidn lineal con pendiente 1 se mantuvo hastca
que el ojo izquierdo se aproxi&é a posiciones cercanas a 0°%,
entonces cambid 1la tfayectoria en la representacion
mostrandose un procesb de satuwracidn en la curva. Este tipo
tde representacién ratificd la eficacia en el proceso de
lesidn, de tal modo que el ojo derecho pudo alcanzar
cualquier posicidén en la d6Grbita, en el plano horizontal,
mientras que el o©ojo izquierdo lesionado tuvo un rango de

movimientos vy/o fijaciones oculares restringido a aguellos
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que;pudieron ser realizados por el misculo recto interno. La
silueta de esta curva se modificd proaresivamente con el
proceso de reinervacidon, de tal forma que la saturacidn en
la curva se situd paulatinamente en posiciones mas

wcéntricas hacia la izquierda.

En la figura 27 se muestra el efecto de la axotpmia
del VI par craneal sobre el rango de movimientos del ojo
afectado en el plano vertical. En 1los grupos controles
(figuwra 27 0), la nube de puntos qué se obtuvo indicéd que el
oio pudo situarse en cualquier posicidén de la dé6rbita, salvo
(para el ojo dere&ho) aguellas localizadas mas a la izquierda
vy abajo, por las dificultades que impone el tabigue Qasal
para la visidén. Cuando se practicd la axotomia en el ojo

izquierdo no se observéd (figura 27 Ax) ninguna limitacidn

sobre el rango de movimientos en el planag vertical.
Naturalmente, en el plano horizontal la falta de
funcionalidad en el misculo recto rterno impuso

limitaciones de caracteristicas parecidas a las mencionadas
anteriormente, seadn las cuales no se detectd ningdn punto a

la izquierda del valor 09 {(centro de la dérbita).

Tras la axotomia del VI par del 1lado izguierdo se
observé frecuentemente (figura 28) que el ojo dérecho inicid
un lento deslizamiento hacia posiciones mas centrales en la
dirbita inmediatamente después de movimientos sacadicos hacia

la izgquierda. Este fendmeno no occuwrrid cuando el movimiento
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finalizé antes de 0°, 1o gque parece indicar, dentro del
sistema motor ocular, la presencia de un mecani smo
compensatorio tendente a corregir las situaciones de visioén

doble.



106

4.4 _ IDENTIFICACION _ANTIDROMICA _ _ DE __LAS _  MOTONEURDNAS

AXOTOMIZADAS DEL NUCLEQ HQTDENDQQLQB_EXIEENQ

Las motoneuronas controles y axotomizadas dél
nicled motor ocular externo se reconocieron como tales por
SuU activécién antidrémica desde el nervio del VI par craneal
homolateéal (figura 29). En ambos tipos de motoneuronas los
potenciales de accidén aenerados por lav invasion antidrdmica

del soma neuronal se reqgistraron camo una onda trifasica

(positiva—-negativa-positiva). La duracidn media de la onda,
es decir, el tiempo transcurrido entre los dos picos
positivos, Ffue de 0,7 mesg * 0,03 D.T. (n= 20) en las

motonewonas controles, mientras que en las axcotomizadas fue
ligeramente inferior 0,61 msegq * 0,04 D.T. (n= 4é). Esta
diferencia se debié, probablemente, a las dificultades
encontradas para determinar con exactitud el ségundo pico
positivo vy, en cualguier caso, no fue significativa {px
0,05, de acuerdo con el test de la t de Student).

.

El cambio mas destaﬁado que se observéd en las
espigas somaticas qgeneradas antidrémicamente fue el retraso
en la invasidn del segmento inicial vy del espacio
somato—-dendritico. La invasién de ambos compartimientos
produjo, sé6lo en las motoneuronas axotomizadas, inflexiones

separadas en las espigas somaticas (figura 29). Este
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fendmeno parece indicar un cambio en la eficacia para el
flujo de corriente en ambos compartimientos. Otro. hecho
destacado fue la dificultad, en ocasiones, de invadir
antidrémicamente las motoneuronas axotomizadas, incluso con
estimulos supraumbrales (en este caso, se considerd como
umbral -1a'corrieﬁte necesaria para invadir antidrémicamente
cualquier ‘mctcneurona control). Este fendmeno- ga sido
descrito con gran detalle’por otros autores (Bakér ;y‘col.,

19813 Ribas v col., 198Z; ver apartados 5.7 vy S5.4).

Tras la axotomia se observé un incremento - en la
latencia de activgcién antidrémica {considerando como tal el
i

retraso entre la produccidén del estimulo vy la ‘aparicién de
los picos positivo-neagativo-positivo en la espiga somdtica)
cde las motoneuwronas axoctomizadas (figura 293 tabla 1II). Este
efecto se hizo mas acentuado en las motoneuwronas lesionadas
mediante su axotomia central. En la tabla III se muesfran lés
modificaciones en la latencia de invasion antidrémica, en
los tres grupos experimentales (control, axotomia periférica
y axotomia central). Estos resultados evidenciaron qambios
aiqnificatiQDS entre las motoneuronas controles Y
votomizadas centralmente (p £ 0,05, de acuerdo con el test

de la t de Student). En base a las latencia; mostradas en la
tabla I vy la distancia desde el punto de estimulacidn
@léctrica en el VI par craneal homol ateral, la velocidad de

conduccidén para las motoneuwronas controles vy axotomizadas

periférica o centralmente fue, respectivamente, de 28,5
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m/seqg * 1,2 D.T.(rango, 13-70), 21,2 m/seq * 1,4 D.T.

(rango, 11,1-50) y 16,4 m/seg = 1,3 D.T. (rango, 7,1-33).
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NEURONAS '~ AXOTOMIZADAS DEL _ NUCLED

Iy
i
{I_

§.MoTe

QTOR_OCULAR EXTERNO

Las motoneuronas del hﬂcleo motor; opcular externo
utilizadas . como controles presehtaron una actividad ténica
relacionada con la posicidén del ojo en 1la érﬁita, de modo
que sus frecuencias de disparco aumentaron con las posicionesk
mas excéntricas del alobo ocular en lé direccién de
activacion vy disminuyeron con las fijaciones oculares en la
direccidén definactivacién (figqura 30). Esta actividad no
estuvo presente en todo el rango de posiciones ocularez-
(figura 30 A, sino gque sdé6lo se inicid a partir de una
determinada posicién del ojo en la é6rbita, denominada umbral
(asi pues, se definid el valor umbral como aguella posicidén
del ojo en la 6rbita para la cual la motoneurona presentd
la minima actividad ténica). Las motoneuronas controles
también mostrakon una actividad fasica o en br-ote
relacionada con  la presencia de movimientos oculares
sacAdicos, siempre que éstos ocurriesen en la direccién de .
activacidn (figura 3JT0). La actividad fasica en las
ﬁotoneuronas’controles comenzd & mseg * 2,5 D.T. antes del
inicio del movimiento. For otro lado, en la Ffigura 30
se muestra cdmo la estimulacidn, que generd el electrodo

implantado en el nervio del VI par craneal, permitid en todo

momento el reconocimiento antidrémico de 1la neurona
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registrada @ indujo ortodrémicamente pequenas contracciones

musculares en el misculo recto externo homolateral.

La énnmalia &és destacada gue presentaron las
motonewonas rotomizadas del  ndcleo motor occular externo
fue su incapacidad para mantener su actividad tdénica durante
+ijaciones ocufares,' éxcepto cuando el ojo ocupd posiciones
muy e#céntricas en la direccion de activacidn. Esta
fatigabilidad de la actividad ténica se manifestd
especialmente cuando las fijaciones oculares duraron mas de
0,3 seq (figura F1) y cuando las motoneuronas axotomizadas se
registraron entqe F0 y &0 dias después de la lesidén. En
cambio, las motoneuwronas axotomizadas mantuvieron, aungue de
forma distinta, su actividad fasica durante los movimientos
sacddicos en la direccidén de activacidén. Esta actividad
comenzo I8 msegq * 14 D.T. después de iniciado el movimiento
(figura 31). PFor otro lado, la figura 31 muestra, ademas de
los fendmenos arriba mencionados, la insensibilidad del ojo
izquierdo al movimiento va se indujesen éstos por la
actividad de la hotoneurona o por la estimulacidn desde el
electrodo bipolar.

Otro rasge caracteristico en la actividad de ias
motoneuronas axotomizadas fue la aparicién de brotes de corta
duracidn antes o durante movimientos sacddicos en 1la
direccidn de inactivacidn (figura 32). For otro lado, en la

misma figura se muestra la necesidad para las motoneuronas



wotomizadas de facilitacién sindptica para la invasién
antidrdmica en dichas motoneuronas.

La actividad de las motoneuronas un ano después de
axotomizadas mostré un grado alto de recuperacion (figura

-

33). S5in embargo, alguna de las anomalias @ detectadas decde
poco tiempo después de la 1esién‘ se continuaron observandd
en estas motoneuronas, pero xclusivamente cuando la
posicidén ocular se situd préxima al umbral de actividad para
dichas motoneuronas. En la figura I3  se mueétra, medi ante
histograma de frecuencias, la actividad en las motoneuronas

sotomizadas un afo después de la lesidén. En este caso,
'

todavia se observan ferndmenos come e1 retraso en el inicio

del brote de actividad (figura 3IF A) o una rapida
fatigaebilidad de la actividad tdnica para posiciones
mantenidas (figura ZIZ A v B). En cualguier caso, la

recuperacion funcional en estas motoneuronas se deduce de
que estuvieran activas sin anomalias durante gran parte del
ranqgo de movimientos oculares desde su umbral, asi como gue
la disminucisdn de la frecuencia debdisparo fue mas lenta

{figura 23 B), durante fijaciones oculares.
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4.6 . ANALISIS _ DE_ LA_ ACTIVIDAD _DE ' LAS___ MOTONEURONAS

AXOCTOMIZADAS DEL NUCLED MOTOR DCULARﬁEXTEENQ

4.6.1 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DURANTE FIJAC

IONES OCULARES

"

Fara la realiza&ién de la figuwa 34 se eligieron
dos motoneuronas una control (C) vy otra axotomizada (Ax), con
umbrales de activacidn similares para la posicidn ocular. En
cada caso. S8 Selecciuﬁaron tres movimientos Dculafes
(sacddicos) gue se iniciaron de 0 & 3 grados a la derecha de
dicho umbral vy gue lleaaron hasta tres posiciones oculares
similares para ambos supuestos experimentales. En esta
figura se muestra, mediante histoqraﬁa de frecuesncias, en
las motoneuronas controles la actividad ténico—-fasica
proporcional a posicién y velocidad ocular gue las
caracterizd. Pdr su parte, las motoneuronas axotomizadas
mostraron menor sensibilidad a la posicidén y velocidad
ocular; es decir, las motoneuronas axotomizadas Eespandieron
con una subida de frecuencia menor que en las controles para

movimientos v/o fijaciones en la direccidén de activacion.

La sensibilidad a la posicidén ocular se midid

tanto en la poblacidén de motoneuronas controles como en 1la
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de axotomizadas. Asi mismo, se determinaron los cambios
producidbs por la lesidn sobre el umbral de actividad en
dichas poblaciones (figura 35 y tabla IV). Fara evaluar 1%
sensibilidad de la poblacidén de motoneuronas wotomizadas a
la posicidn (k impulsos/seq/arado) se consideraron
preferentemente aquellas fijaciones oculares extremas, en la
direccién de activacién, que se acompanaron por frecuencias
ténicas mantenidas. Fara establecer las relaciones lineales
entfe frecuencia (impulsos/seq) y posicidén del ojo (grados)
se consideraron los vaiores medios en. dicha frecuencia (150
‘mseg) después de terminado el movimiento. De este modo se

obtuvieron las familias de rectas mostradas en la figura 33

para las motoneuronas de ambos grupos experimentales, asi
como los resultados de la tabla IV. La sensibilidad de las
motoneuwronas #otomizadas a la posicion ocular fue menor
(=25%) que en las controles. Concretamente, las

motoneuwronas controles vy axotomizadas tomaron valores para

k de 8.7 impul sos/seq/grado * 2,5 D.T. v 6,5
impulsos/seg/arado + 3,1 D.T.. respectivamente. Esta
disminucidn de la sensibilidad a la posicién ocular resultd

mas evidente para las motonewronas axotomizadas centralmente
o en aguellas Fegistradas entre 30 vy %0 dias después de la
lesién (tabla IV). La sensibilidad a la posicidn ocular, en
la poblacidn de motonewonas xotomizadas, se recuperd
paulatinamente, de tal modo que un afo después de la lesidn
no se apreciaron alteraciones para los valores de kK

obtenidos.
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En base a la relacidon frecuencia/posicidén ocular
se dedujo el umbral de actividad de cada motoneurona, en
los dos supuestos experimentales, asi como el valof de dicho
umbral para las poblaciones respectivas (tabla 1IV). El

umbral medio de actividad para la poblacidén de motoneuronas

|
"

controles fue de 3,3° {(derecha) * 3,2 D.T. , mientras gue
entre 30 y 90 dias después de la axotomia, éste se desplazé
hacia la izquierda en las motoneuronas wotomizadas tomando
como valor 1,2¢ (derecha) * 6,1 D.T.' Este resultado indicé
gque las motonewronas axotomizadas requirieron de posiciones

mas excéntricas en la direccidén de activacidn para iniciar su

actividad.

Aunque generalmente el valor de la constante para
la sensibilidad a la posicidén ocular k fue menor en las
motoneuronas xotomizadas, en algunos casos éstas (n=4)
presentan valores de k de hasta 20 impulsos/seqg/grado. Asi,
para este grupo de motoneuwonas la sensibilidad fue incluso
mayor que la obtenida para las controles. Estos valores de k
ze pueden deber a las dificultades impuestas por el método
de and&lisis. Normalmente, estas mofoneuronas se”encontraron
fuertemente afectadas por la axotomia de tal forma que sélo
se pudieron obtener datos de frecuencias tdénicas mantenidas
para posiciones oculares muy extremas: el resto se obtuvo
como los valores medios de la frecuencia 150 mseq después

del movimiento, 1lo cual, probablemente, introdujo cierto



error por la presencia remanente

frecuencia.
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del componente fasico de la
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> ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DURANTE MOVIMIENTOS OCULARES

S
lo~
i3

SACADICOS: ASFECTOS GEMERALES

En 1la fiqufa I6, las lineas marcadas como F
representan las envolventes de los histooramas de frecuencias
(figura 36 A) qgue presentarén una motoneurona contrdl
(figura 36 A vy B) y otra axotomizada (figura 36 C) durante
tdos movimientos sacadicos de similareé caracteristicas. En
ambas situaciones experimentales las motoneuwronas mostraron
un  aumento progresivo de S frecuencia de disparo hasta
llegar a un maximo. A partir de este punto, la freéuencia
disminuyé hasta que alcanzé un nuevo valor relacionado con
la nueva posicién ocular en las motonewronas controles,

mientras que en las axotomizadas la +frecuencia se perdid

totalmente durante 1la fijacidén (ver apartado 4.6.1).

De la actividad total (F)} de motoneuronas
controles vy axotomizadas se separd el incremento de
actividad correspondiente al cambio de posicidon ocular

durante el movimiento. Dicho componente de posicidn (kF), en
la frecuencia, se calculd como el producto de 1; constante
neuronal k por la posicidn instantdnea del ojo en la drbita
(ver apartado 1.8). Los procedimientos para calcular k en
las dos situaciones experimentales han sido descritos en

otro  lugar (ver apartado 4.6.1). La sustraccidn del
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componente de posicidén (kF) de la actividad total (F) de las
motoneuronas durante los movimientos sacadicos permitid

obtener el valor instantaneo F—-kP, el cual se considerd

similar al componente de velocidad (rf) de la actividad de
ambos tipos de motoneuronas. La Ffigura 36 muestra los
componentes de posicidn Yy velocidad, calculados

instaneamente mediante ordenador vy segiun el procedimiento
descrito, de la Frecuencia total para las motoneuronas
control vy #otomizada. En la Ffigura se aprecia la
correlacidn entfe F-kF y la velocidad ocular (ﬁ) durante el
movimiento. 8Se destaca en esta figuwra la escasa importancia
de la entrada ‘ del componente de posicidén, en las

motoneuwronas axotomizadas, durante el movimiento ocular.

En la JFigura 37 se muestra el componente de
velocidad de la Ffrecuencia obtenida para una motoneurona
control () y otra axotomizada (Ax) duranfe tres movimientos
de caracteristicas similares. Aunque las cinéticas de este
componente de velocidad para las motoneuronas axotomizadas
fueron similares a las mostradas por las controles, se
pudieron observar dos importantes diferencias: a) El maximo

47

de frecuencia en las motoneuronas wotomizadas fue un 45%
mas pequeio que en las controles: vy b) La duracidn del brote

de actividad Ffue un  30% menor en las motoneuronas

xotomizadas que en las controles.

Utilizando el método arriba indicado para aislar el
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componente de velocidad de la frecuencia, sé analizdé 1le
sensibilidad (tomada como el cambio en el valor de 1la
frecuencia maxima de este componente) a la velocidad del
movimiento .ocular, tanto en motoneuwronas controles como

Hotomizadas (Figura 38). La constante rooen cada
motoneuwrona, cdntrol 0 axotomizada reflejé su gaﬁancia en

frecuencia para movimientos oculares de tipo sacadico. La

sensibilidad al movimiento ocular fue menor en lasg
motoneuronas axotomizadas (r = 0,84 impulsos/sea/arado/seag *
0,595 D.T.? gue en las controles (r = 1,18

impulsos/seq/grado/seq * 0,48 D.T.). Este efecto se acentud
cuando los registros se realizaron en motoneuronas
i

axotomizadas centralmente v cuando ' dichos reqistros se

hicieron entre 20 y 20 dias después de la lesidn.

En la figura 39 se representan las correlaciones
entre la frecuencia total (F) (linea de puntos rellenos) y el
componente de velocidad de dicha frecuencia (F—-kF) (linea

de puntos vacios) de una motoneuwrona control (C) vy  una

axotomizada (Ax) con la velocidad ocular durante dos
movimientos sacadicos de similares caracteristicas. Se
entiende que s8lo se representa la evolucidén de las

. L
relaciones F frente a F y F—kPF frente a F, durante el

[
movimiento, es decir, durante el tiempo gque F fue diferente
de O, El sentido de las flechas en las figuras indica el
inicio vy el final del movimiento. Fara realizar estas

representaciones el perfil de la frecuencia instantanea de
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disparo se puso en fase con la velocidad ocular. Fara las
motoneuronas controles, el inicio de ambas represéntacioneg
(puntos rellenos v vacios mezclados) fue similar, lo que
indicd que la frecuencia total (F) se origind exclusivamente

a partir del componente de velocidad. Fosteriormente, 1la

presencia (linea de puntos rellenos) o ausencia (linea de
puntos vacios) del componente de posicién kP hizo que las
trayectorias fuesen distintas. En el caso de la

representacién F frente a la velocidad ocular se observéd un
fendmeno claro de Histéregis, obteniendose mayor velocidad
para una frecuencia en la fase inicial que en la fase final
del movimiento. En el caso de la relacidn F-kF frente a
velocidad ocular, sl fendmeno de>hi5téresis fue menor vya
que, obviamente, F-kF debe ser, al menos eﬁ teoria, muy
similar al valor de rF (ver apartado 1.8); ademas, en este
caso se obtuvo mayor velocidad para una frecuencia dada en

la fase +inal del movimiento. La correlacidon entre el

componente de velocidad (F—-kF) de la Ffrecuencia vy la
velocidad ocular fue (r = ©0,%21) mayor gque entre esta dltima
v la frecuencia total (F) (r = 0,73) (figuwra 39). For su

parte, en las motoneuronas axotomizadas (figuwra 39 Ax) la
entrada del componente de posicidn kF durante el movimieﬁto
fue poco significativa, vya qgue la trayectoria seguida por
ambas representaciones fue similar. Concretamente, los
coeficientes de correlacién no cambiaron significativamente
al representar el componente de velocidad de la frecuencia

F-kp frente a la velocidad ocular {(r = 0,87) o ésta frente a
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la Ffrecuencia total (F){r = 0,8%) (figura 3I9 Ax). A No
Dbsténte, el hecho de que al +Final del movimiento la
frecuencia total (linea de puntos rellenos) no volviese a
cero indicév que el componente de posicidn de la frecuencia
total estuvo presente, aungque muy debilmente, durante el

movimiento ocular.

L.os resultados mostrados en la figura anterior
pusieron en duda la presencia del componente de posicidén o
ténico de la %recuencia (k) en las motoneuronas
axotomizadas, durante movimientos oculares. Sin embargo, la
figura 40 muesfra que la entrada de dicho componente
. dependid de las caracteristicas del movimiento), asi como de
la posicién ocular final gue se alcanzd una vez que termind
éste. Los nameros 1, 2 v 3 hacen referencia en»la figura 40 a
tres situaciones “perimentales diferentes para las
motoneuwronas notomizadas. En la primera situwacion la
actividad de la motoneuwrocna axotomizada se mantuvo, una veszs

finalizado el movimiento, aunque con signos andtmalos como la

presencia de brotes de actividad en movimientos en 1la
direccidn de activacidn. Fara estas condiciones el
componente 'de velocidad {F~-kF) fue muy similar a los
mostrados en las moteuronas controles, precediendo su
frecuencia maxima al pico de 1la velocidad ocular (ver
estrella en la figura 4. Las representaciones  de

frecuencia total frente a velocidad ocular o ésta frente al

componente de velocidad de la frecuencia (giraficos E vy F en
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la figufa 40), tuvieron trayectorias similares a las
obtenidas en las motoneuronas controles (Fig. 29 ©), lo cual
indicéd que el componente de posicion estuvo presente. For su
parte, en las situaciones segunda vy tercera se muestran dos
ejemplos donde la frecuencia de la motoneurona axotomizada
no se mantuvo durante la fijacidén siguiente. En estas
situaciones, incluso el componente ‘de velocidad de la
frecuencia se afectd, va que entrd con retraso respecto a la
velocidad del movimiento ocular. Cuando no se corrigid el
desfase entre las curvas dé frecuencia y de velocidad ocular
aparecieron siluetas extranas en ias representaciones E y F
(ejemplo 2 enyla figura 40), en las cuales se observaron dos
i
maximos bien definidos correspondiente a ia velocidad ocular
ma¥ima v a la Frecuencia maxima, respectivamente. Cuéndu la
frecuencia vy la velocidad e  puso en  fase en las
representaciones E v F  (eijemplao 3 en la Ffigura 40)
aparecieron anomalias similares a las descritas ﬁara la

figura 392 Ax.
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4.6.3 ANALISIS DE LA SURIDA _DE FRECUENCIA DURANTE MOVIMIENTOS .

SACADICOS: FASE INICIAL

Fara el  analisis de la evolucién de las
frecuencias de disparo presentes tanto en las motoneuronas

controles como en las axotomizadas, se tomaron exclusivamente

aguellos movimientos que se iniciaron desde posiciones
oculares entre 0 9y 3 Qrados a la derecha del umbral de
activacidén de la motonewona estudiada. De esta Fforma se
evitd la preseﬁcia de actividad ténica iniciai, pudi éndose

determinar claramente los intervalos entre los potenciales
de acﬁién producidos durante los movimientos sacadicoses En
la figura 41 C se muestira la evolucidn de las frecuencias de
disparo, medida como el inverso del intervalo de tiempo
entrev dos potenciales de accibn, que presentd una
motoneurona control durante 6 movimientos. EFn la mayoria de
los casos (B0%X) la frecuencia maxima seg alcanzd durante el
cuarto o quinto intervalo. Fosteriormente, la frecuencia

disminuyé hasta alcanzar un nivel de disparo correlacionado

con la nueva posicion ocular. De acuerdo con los resultados
obtenidos la frecuencia maxima se relaciond con los
parametros del movimiento, es decir, velocidad ocular

maxima, amplitud vy duracidn {(no ilustrado). Asi misma, 1la
cinética de subida hasta dicha frecuencia varid, siendo mas

lenta en aquellos movimientos que requirieron menor
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frecuencia maxima vy viceversa. Concretamente, en los 6
ejemplos mostirados en la figura 41 O el tiempo invertido en
alcanzar la frecuencia maxima varid en un rango de 100 mseq
(entre 47 v 147 mseq). En conclusidén, se pudo establecer una
relacidén inversa entre la frecuencia maxima vy el tiempo
empleado en conéeguirla. For otro lado, se observd qgue el
fendmeno anteriormente descrito ;venia implicito desde el
primer intervalo, va que los valores tomados por éste
cambiaron paralelamente a los de frecuencia maxima (Figs. 42
Cvy 43 C).

s

En 1la parte superior derecha de la fiéura 41 C se
i

muestra mediante histograma de frecuencias la subida en
porcentaje respecto del primer 'intervalu, del sequndd,
ter;ero, cuarto, quinto Y de la frecuencia maxima
{representado en la figura como 1,2,3,4,2 y +f.m.), as; cComo
el error tipico establecido en la determinacidn de la medié.
En 1la gréf&ca se observa una subida paulatina de la media de

cada grupo hasta el quinto intervalo donde practicamente se

alcanzd la frecuencia maxima.

l.a Figuwra 41 Ax muestra la evolucion de las
frecuencias instantanténeas de disparo éue presentd una
motonewona axotomizada, taméndolé en supuestos analogos a
los considerados para las controle;. LLas motoneuwronas

lesionadas evidenciaron un agotamiento prematuro en la

cinética de brote de actividad que acompana a los
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movimientos sacadicos, ya que su  frecuencia maxima se
alcanzd durante el segundo o tercer intervalo, cayendo
aradualmente después. Ademas, se encontrd que la frecuencia
maxima fue sensiblemente inferior a la de las controles. Los
ejemplos que se muestran en la figura 41 Ax se tomaron en una
motoneurona 40 dias después de su lesidn a nivel central; ya
que en las motoneuwronas sometidas a lesioén a nivel
periférico el efecto de agotamiento prematuro fue menos

evidente.

En la parte superior derecha de la figura 41 Ax se
muestra mediante histograma de frecuencias el porcentaje de
\ ‘
subida respecto del primer intervalo, de los cinco primeros

intervalos v de la Ffrecuencia maxima (f.m. en cla figural.

Dichos datos se obtuvieron en una motoneurona axotomizada

centralmente para un total de 20 movimientos sacadicos.
También se muestra el error. tipico establecido en 1la

determinacidn de la media. En la oarafica los fendmenos
anteriormente citados, es decir, el agotamiento prematuro
{la media de los intervalos cuartpo v quinto es menor gque la
del tercern) en el incremehto de la frecuencia de disparo v
la dismiﬁucidn de la frecuencia maxima media. El ervror
tipico en la determiﬁacién" de la media fue sensiblemente
mayor durante el tercer intervalo {(marcado con estrella en
la +;gura) dado que dwante dicho intervalo la frecuencia fue
muy variable aumentando o disminuvendo en relacidén al

segundo intervalo sin seguir un patrén definido. E1 valor
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de la media para los intervalos segundo vy tercero fue’
similar al encontrado en las controles (aungque con tendencia

a disminuir en el tercero).

l,as relaciones lineales que se encontraron entre
cada una de las frecuencias de.los cinco primeros intervalos
y la Frecuencia maxima que se alcanzd en el movimiento se
muestran en»la -figura 42 para cada uno de los supuestos
experimentales. En la Ffigura 42 CA se presenta la ecuacisdn
lineal gue define las frecuencias esperadas " (F1) para la
.motoneurona rgpresentada durante el primer intervalo. Los
valores del p}imer intervalo se tomaron de los 26 movimientos

}

gestudi ados. La corfrelacién gue se obtuvo fue de 0,9, lo gue
implica gue en la consecucidén de su frecuencia maxima las
motoneuronas del ‘nﬂcleo motor ocular xterno siguen una
estrategia marcada desde el primer intervalo. En la figura
42 CB se muestran las relaciones lineales de los cinco
primeros intervalos frente a la frecuencia maxima alcanzada
durante cada movimiento sacadico. Las pendientes de estas
rectas aumentaron gradualmente para cada uno de los
intervalos (0,34; 0,60; 0,813 0,86 y 0,93) siendo 1,
ldgicamente frente a ella misma (linea de trazos en la
figura). Hay que hacer notar la adicidén del valor umb;al
del intervalo de mavyor frecuencia a la recta de frecuencia
maxima para una mejor comprensidn de la Figura. Las
motoneuronas sometidas a axotomia periférica (figura 42 AxF)

N

mostraron el mismo +fendmeno de predeterminacidén por el
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primer intervalo® mediante una relacidén lineal, pero
evidenciaron una lenta caida en las pendientes una ver
rebasado el segundo intervaleo (0,503 0,203 0,84; 0,80 vy
O.68). Efectos similares pero mucho mas pronunciados se
obtuvieron cuando las motoneuronas se sometieron a axotomia
central (Fig. 42 AxC), en este caso la pendiente disminuyd a
la mitad desde el segundo al quinto intervalo (0,413 0,913
0,703 0,47 y 0,43). El coeficiente de correlacién medio gue
se obtuvo entre las frecuencias de cada uno de los cinco

intervalos vy la: frecuencia maxima - para los tres supuestos

5

perimentales fue de 0.94.
i .

Las relaciones lineales que se encontraron entre
las Frecuencias de los cincov primeros intervalos vy la
velocidad maxima que se alcanzd en el movimiento se muestran
en la figura 43 en cada uno de los supuestos experimentales.
En la Figura 42 CA se presenté la ecuacidn lineal de las
frecuencias esperadas para el primer intervalo en una

motoneurona contrel, asi como los valores experimentales con

los que se establecid la relacidn. El coeficiente de
correlaciéon fue de 0,7. Esto implica que la consecucion de
la velocidad W ocular maxima estuvo determinada desde el

primer intervalo. En la figura 43 CB se representan las
relaciones lineales establecidas para una motoneurona
control entre los cinco primeros intervalos vy la frecuencia
maxima con la velocidad ocular maxima del movimiento

sacadico. En dicha figura se muestra como aumentan
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progresivamente las pendientes. La velocidad Vocular max ima
en los animales axotomizados se midid en el ojo
contralateral, basdndose en el hecho de que el sistema motor
ocular es practicamente simétrico (Baker vy Spencer, 1%9&l).
Las motoneuronas lesionadas mostraron un decaimiento tanto
del umbral como de las pendientes, tras el segundé intervalo.
Este fendmeno fue mas acentuado cuando 1la wotomia se
realizd centralmgnte (figwra 43 #C)r. El coeficiente de
correlacion medio gue se obtuvo entre las frecuencias de
cada uno Aderlos cinco primeros intervalos vy la velocidad
m&xima -fue ‘de;0,69, 1o que implica un _peor ajuste de los
intervalos con 1la velocidad maxima con referencia a la
i ‘
frecuencia maxima. Esto se debe & que la velocidad maxima
es la salida de toda la planta oculomotora, mientras gue la

frecuencia maxima representa la salida de 1la propia newona

analizada.
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4.6.4 ANALISIS DE LA BAJADA DE FRECUENCIA DURANTE MOVIMIENTOS

SACADICOS: FASE FINAL

Durante los movimientos sacddicos la actividad en
ambos tipos de motoneuronas subid progresivamente hasta

alcanzar su frecuencia maxima, tal vy como se describid en el

apartado anterior. Fosteriormente, dicha frecuencia
descendid progresivamente hasta alcanzar un valor
correlacionado con la nueva posicidn ocular para las

motoneuwronas canéroles mientras gque en las axotomizadas la
actividad se fue perdigndo hasta desaparecer 0,5 seg después
del movimiento. La fiagura 44 muestra la cinética de la caida
de la actividad en las motoneuronas axotomizadas (figura 44
Ax), para 4 movimientos difereq}es; gsta caida se compara
con la existente en una motoneurona control (figura 44 C).
La grafica obtenida a través del ordenador rgvelé en la
curva de caida de la actividad dos periodos bien
diferenciados. El primero comprende desde el momento en el
que se alcanzd la frecueﬁcia maxima de disparo en 1la
motoneurona hasta 0,2  seg después. Durante este primer
periodo la caida de actividad fue mas importante cuanto
mayor fue la Ffrecuencia madxima obtenida, de tal modo gue
alrededor de 0,2 seg después de conseguirla todas las curvas

de actividad tuvieron frecuencias que oscilaron entre 40 y 30
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impulsos/seg independientemente de si la curva se inicid en
120 o 65 impulsos/seq. El sequndo periodo se encontrod
comprendido desde  los 0,2 seqg hasta que la actividad
dgsaparecié (entre 0,5-0,8 seq) después de la Ffrecuencia
maxima. Durante este periodo las diferentes curvas de
bajada de la frecuencia mostraron una pendiente similar. La
duyracion del primer vy segundo periodo cambidé segin la
motoneurona analizada. Este hecho s encuentra,
praobablemente, relécionado con las propiedades pasivas de las

membranas de dichas motoneuwronas.

La figura 45 muestra los histogramas de frecuencias
obtenidos durénte dos movimientos sacadicos de
cafacteristicas similares. En esta Ffigura se observa gue la
bajada de actividad de las motonewronas axotomizadas adoptd,
en ocasiones, formas exponenciales con altos valores dé
correlaciodn. La Frecuencia en estos histoagramas alcanzé
valores maximos similares vy, curiosamente, las caidas
mostraron cineticas muy parecidas, lo cual esté indicado
en la figura 45 por las ecuaciones de mejor ajuste

xponencial en ambas curvas.
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4.6.5 -ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DURANTE ESTIMULACION

VESTIBULAR

Se estudid 1la - actividad de lazs motoneuronas
azotomizadas duwrante la estimulacidn sinusoidal del animal
en @l plano horizontal para un rango de frecuencias entre
O,i y 3 Hz {(figura 446). La actividad de las motonewonas
axotomizadas se encontrd estrechaménte relacionada‘con la
modul acidn sinuéoidal de la Frecuencia de estimulacidn (de
forma similar . a la ‘desérita para las controles,
Delgado-Barcia y col., 1985 c). En la figura 46 se muestra la
evolucion del desfase entre ia actividad en la motonewrona
axotomizada vy 1la posicién del o0jo derecho, va que el
izgquierdo sdlo se movid en parte del rango oculomotor, en la
orbita. Los puntos indican los valores de destase
obtenidos, vy la linea continua marca el ajuste a estos
puntos, seglin la ecuacidn § = 1/tan (wTN) donde & representa
el desfase entre la descarga en la motoneurona y la posicién
acul ar, w la frecuencia en radianes/seg = 2uf y TN la
constante de tiempo neurcnal (r/k) (Skavenski y Robinson,
19735 . | La constante de tiempo para la motoneurona
representada fue de 0,09 seq. For otro lado, en la figura 46
se muestra el rango de variacién, en el desfase, obtenido
en las motoneuwronas controles (lineas de trazos en la

figural. Los resultados indicaron que el desfase en las
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motoneuronas xotomizadas fue del mismo orden que en -las

motoneuronas controles.

Otro aspectos intéresantes observados, aungue no
cuantificados, fueron los caembios en la frecuéncia maxima vy
numero de potenciales de accidéon para las motoneuronas
axotomizadas durante la éatimulacidn .vgstibular, Las
motoneuwronas xotomizadas mostraron, generalmente, valores
infériores de frecuencia maxima asi como una escasa
respuesta en el nimero de impulsos que se produjeron para un
rango de estimulacidn similar al practicado' en las

motoneuronas controles.



TABLA 1

Resumen de las variantes aplicadas al revelado de la actividad enzimitica

de la peroxidasa de r&bano utilizando tetrametilbenzidina como sustancia
cromdgena.

No de secciones Nitrofe. Hy0, GOD  Filtrado S. Est. Resultados

tratadas

20 300 mg + - - - ++

LI 100 * + - - - ++
o ' 30" + - - - -
" 10 * + - - - -
40 300 * + - + - ++
n ” " + - - ++
" " i " + - + + : ++
" “ ' . - + - - e
" " " - + + - e+
" "o - + - ) + +44
" " " - + + + o P

Los signos (+) indican el grado de eficiencia de la actividad enzimdtica
o la presencia de cada una de las variantes en el proceso de revelado de
dicha actividad. Los signos (~) indican resultados nuleos o la ausencia
de la variante en el proceso de revelado de la actividad de la peroxidasa
de rabano.

Nitrofe. Nitroferricianuro sddico
H,02 Perbxido de hidrb&geno
GOD Glucosa oxidasa

S. Est. Solucibn Estabilizadora
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TABLA II

Resumen de las variantes aplicadas al revelado de la actividad
enzimtica de la peroxidasa de r&bano utilizando diaminobenzi-

dina como sustancia crombgena.

"

No de secciones CIZCo H,0, GOD Filtrado Resultados
tratadas
20 0,3 % + - - +
" 5t 4 - - it
" 2o - - -
" . P " . - - _
40 0,5 " + - + ' ++
" : v - + - ++
"’ von - + + ++

Los signos (+) indican el grado de eficiencia de la actividad
enzimitica o la presencia de cada una de las variantes en el
proceso de revelado de dicha actividad. Los signos (-) indi-
can resultados nulos o la ausencia de la variante en el pro-

ceso de revelado de la actividad de la peroxidasa de ré&bano.

" ClzCo ~ Cloruro de cobalto
H309 Perb6xido de hidr&geno

GOD Glucosa oxidasa
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TABLA III

Latencias de activacibn antidr&mica de las motoneuronas con-
troles y axotomizadas periférica y centralmente del nficleo
motor ocular externo (ver apartado 4.4 para mds detalles).

GRUPO EXPERIMENTAL LATENCIAS

Ne = 50

CONTROL Media*D.M. 0,66%0,02
Rango - 0,38-0,9
Ne = ?0

AX. PERIFERICA MediaX*D.M. 0,71%0,02
Rango 0,43-1,1
No = 40

AX. CENTRAL Media’D.M. 0,83%0,03
Rango 0,41-1,6

Las diferencias entre las poblaciones de motoneuronas contro
les y axotomizadas centralmente son significativas (p<0,05,
test de'la t de Student).

D.M. . Desviacidn respecto de la media.
No Nimero de la muestra.
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TABLA IV

Sensibilidad a la posicidn ocular y umbral de actividad para una muestra de la poblacién de

motoneuronas del nficleo motor ocular externo. desde su axotomia..

No de dfas tras  Sensibilidad a la posicién Coef. correlacibn Umbral de actividad

la axotomia k imp/seg/grad Rango r Media Rango
, . Grados
CONTROL 8,712,5* 2-18 _ 0,89%0,02% 3,3D*5,2*% - 19D 7I
7-30 8,1+2,6%* 3-23 0,80£0,04%* 3,4Di5,9* 21D 5I
30-90 6,5£3,1% 2-21 -~ 0,78+0,04* . 1,2D%6,1* 17D 7I
30-365 9,1+2,8*% 4-16 0,9140,02% 3,1D*4,8" 17D 6I

imp = impulsos, seg = segundos, grad = grados, r =.coeficiente de correlacién, * = desvia
cidn tipica.

D = a la derecha de la posicién del ojo central en la Orbita. I = a la izguierda de la
posicién del ojo central en la Srbita.



Figura 1B.- Microfotografias de motoneuronas del ndcleo motor

ocular externo marcadas con el producto de reaccién de la
peroxidasa de rabano tras la inyeccidn de 1la enzima en el
miasculo recto externo. A, revelado de 1la actividad
enzimadtica con tetﬁametilbenzidina como cromdgeno v
utilizando glucosa oxidasa. B, revelado con diaminobenzidina
como cromégeno y cloruro de cobalto como cofactor. La flecha
indica la salida del nervio del VI par craneal. C, revelado
con diaminobenzidina como cromdgeno, la Fflecha indica los
aranulos del producto de reaccién. rF, rodilla del facial.
Barra 100 pm. '






Figura 192.- Composicién del niacleo motor ocular externo. A,
‘microfotografia de las motoneuronas del nucleo motor ocular

#terno principal (parte superior derecha) y accesorio (nMOE
acc), marcadas con el producto de reaccién de la peroxidasa
de rdbano tras la inyeccién de la enzima en el misculo recto
externo homolateral. La flecha indica la salida del nervio
del VI par. B, microfotografia de 1las interneuronas del
nicleo motor ocular externo marcadas ‘con el producto de
reaccién de la peroxidasa de rdabano tras la inyeccion de 1la
enzima en el nacleo motor ocular comin contralateral. La
flecha indica la salida de 1los axones hacia el fasciculo

longitudinal medial. C, microfotografia mostrando en
detalle 1las agrupaciones formadas por las interneuronas del
nicleo motor ocular externo. a, axéon; Mn, motoneuwrona; rF,

rodilla del facial. Rarra S50 pm.






Figura 20.- Microfotografia mostrando las poblaciones de
motoneuronas controles (C) vy axotomizadas (Ax) marcadas
retrégradamente con el producto de reaccién de la peroxidasa
de rabano tras la inyeccién de la enzima en ambos masculos
rectos externos. Noétese la pérdida de motoneuronas marcadas
tras la axotomia del VI par craneal. La flecha indica la
presencia de neuronas ectépicas. rF, rodilla del facial.
EBarra 100 pm.






Figura 21.- Diagrama compuesto de secciones coronales a
través del ndcleo motor ocular externo mostrando la densidad
de motoneuronas controles (C) y axotomizadas (Ax) marcadas
retroégradamente con el producto de reaccidn de la peroxidasa
de rabano tras la inyeccién de la enzima en ambos misculos
rectos externos. C-Ax, diferencia en 1la concentracidén de
motonguronas control y axotomizadas. Los puntos representan
el nimero de motoneuronas marcadas en un area de 0,09 mm2.
Coordenadas: distancia en mm de acuerdo con el atlas de
Berman (1948). rF, rodilla del facial.
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Figura 22.- Distribucidén en el plano sagital de 1las
motoneuronas controles (C) vy axotomizadas (Ax) del nicleo
motor ocular externo marcadas retrdégradamente con el

producto de reaccién de 1la peroxidasa de rabano tras la
inyeccién de la . enzima en ambos misculos rectos externos.
Abscisas: coordenadas en mm de acuerdo con el atlas de.
Berman (194&8).
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Figura 23.~ Reconstruccién con ayuda de la cdmara clara de
una seccidn coronal del nacleo del  motor ocular externo
mostrando las motoneuronas controles (C) y axotomizadas
marcadas retrdgradamente con el producto de reaccién de la
peroxidasa de rébano, tras la inyeccidén de la enzima en ambos
misculos rectos externos. Notese la presencia en ambos
dibujos de somas neuronales con forma multipolar (m),
fusiforme (£f) vy piramidal (p). a, axén. Rarra 150 pms
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Figura 24.- Distribucidén del tamafo del soma en las
motoneuronas controles (L) vy axotomizadas (Ax) del nuacleo
motor ocular externo marcadas retrdégradamente con el
producto de reaccién de la peroxidasa de rabano tras 1la

inyeccidén de la enzima en ambos misculos rectos externos.

Nétese que la media de ambas poblaciones de motoneuronas
muestran valores similares.
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Figura 25.—- Caracteristicas de las fijaciones vy movimientos
espontdneos hacia la izquierda (i) vy derecha (d) del

ojo
control (C) v lesionado por la axotomia (Ax) del VI par
craneal. Véase la incapacidad del ojo lesionado para

alcanzar  posiciones a la izquierda de 0° (estrellas) vy de

mantener fijaciones estables en su rango oculomotor (flechas
curvadas) .
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Figqura 26.— Representaciones donde se enfrentan la posicidén

instantdnea del ojo derecho (D) (ordenadas) e izquierdo (I)
(abscisas) para adquisiciones de larga duracién (5 minutos).
En 1la parte superior, representacidén- en el animal control
(C): en 1la parte inferior, representacién en el animal
sometido a axotomia (Ax) del VI par craneal en el ojo
izquierdo. Notese la incapacidad del ojo lesionade de

alcanzar posiciones hacia 1la izquierda (i) de 0Q°. d,
derecha.
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Figura 27.- Representéciones donde se enfrentan la posicidén
instantdnea en el plano vertical -{(ordenadas) y horizontal
(abscisas) del ojo derecho, control (c), e izquierdo,

lesionado por axotomia (Ax) del VI par craneal. Nétese que
los movimientos en el ojo lesionado sélo se afectan en el

plano horizontal. d, i, derecha e izquierda; s, in,

superior
‘@ inferior.
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Figura 28.- Representaciodn posicién instantianea
ojo control (C) v 1lesionado por axotomia
craneal. " Nétese el paulatino
el ojo control cuando el
acompafarlo en el movimiento.

de la

del
{Ax) del VI par
deslizamiento con que responde
lesionado fue incapaz

de
d,i, derecha e izquierda.
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Figura 29.- Activacidn antidrdmica del soma de una
motoneurona control (C) y una axotomizada (Ax) del nacleo
motor ocular externo. Las dos flechas curvas indican el
retraso producido en 1la invasidén del segmento inicial
(primera <Fflecha) y del espacio somato-dendritico ({(segunda
flecha); por otro lado, se aprecia el retraso en alcanzar el
primer pico positivo vy negativo en la espiga somatica de la
motoneurona axotomizada (flechas rectas en la figura). El
punto indica el comienzo del estimulo.

Calibraciones como se
indican.
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Figura 30.- Actividad de dos

nicleo motor ocular externo durante movimientos oculares
espontaneos. Ndétese que la frecuencia se incrementa con los
desplazamientos del ojo izquierdo (I) vy derecho (D) hacia la
izquierda (i), ademds se observa que la actividad no aparece
en todo el rango oculomotor (A): Los asteriscos indican la
activacién antidrémica. Las Flechas indican el movimiento

inducido por la estimulacién homolateral del VI par craneal.
Calibraciones como se indican.

motoneuronas controles del
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Figura 31.— Actividad de dos motoneuwronas axotomizadas del
nicleo motor ocular externo durante movimientos oculares
espontdneos. Se observa pérdida del componente ténico de
disparo, retraso en el inicio de la actividad, ausencia de
movimiento en el ojo izquierdo (I) hacia la izquierda (i) e

incapacidad de la estimulacidn del VIl par craneal
homol ateral.- (asterisco vy flecha curva). para invadir
antidromicamente y para producir movimiento en el ojo

lesionado (flechas curvas). lLas flechas rectas indican el
inicio del movimiento del ojo derecho (D) y de 1la actividad
neuronal. Calibraciones como se indican.
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Figura 32.- Actividad de dos motoneuronas axotomizadas del
nacleo motor ocular externo durante movimientos oculares .
espontdneos. Se observa la aparicidén de pequefios brotes de
actividad previo (circulo vacio en A) o duwrante {estrella en
E) el movimiento sacadico. Nétese el retraso en la actividad
newronal (flechas rectas en A) y la pérdida del componente
tonico de frecuencia. Los asteriscos indican la estimulacidn
antidrémica desde el VI par craneal homolateral. Las flechas
curvas muestran en A la incapacidad de la estimulacidén
antidrémica para inducir movimiento del ojo izquierdo (I).
d, i, derecha e izquierda. Calibraciones como se indican.
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Figura 33.- Histogramas de frecuencia mostrando la actividad
de dos motoneuronas, un afo después de su axotomia, durante
movimientos oculares espontdneos. Véase el retraso en el
inicio de la actividad (A) y la lenta caida de 1a
frecuencia tras el movimiento ocular (R). D, ojo derecho; d,
i, derecha e izquierda, respectivamente; Frec, frecuencia
(impul sos/seg) ; Imp, representacidén mediante ordenador de

los potenciales de accidén producidos por las

motoneuwronas
axotomizadas. Calibraciones como se indican.
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Figura 34.— Cambios en la frecuencia (impulsos/seq) de una

motoneurona control (C) y una axotomizada = (Ax) durante 3
movimientos sacadicos y sus sucesivas fijaciones, diferentes
entre si Yy similares .para C vy Ax. Nétese que las
motoneuronas axotomizadas alcanzan menor valor absoluto de
frecuencia para los desplazamientos oculares de similares
caracteristicas & los controles.
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Figura -35.~ Grafica donde =we representa las lineas de
regresion ajustadas a la relacién entre frecuencia de disparo
(impulsos/seg) y posicidén ocular {(gradaos) para una muestra
de la poblacién de motoneuronas controles (C) y axotomizadas
(Ax) del nicleo motor ocular externo. Obsétr-vese la
~distribucidn en ambas muestras del umbral de posicidén (valor

de X para Y= 0), y el pardmetro k. D,I, derecha e
izquierda, respectivamente.
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Figura 3é6.- Histograma de frecuencias con la actividad de una
motoneurona control (A y B) y una axotomizada (€) durante

movimientos sacadicos en la direccidén de activacidén
(izquierda, i). A: representacién del histograma de
frecuencia vy el perfil de éste (F) en la motoneurona. Imp,
representacidén mediante ordenador de los potenciales de

accién producidos por la motonewrona durante el movimiento.
d, derecha. B: descomposicién de la frecuencia de disparo de
la motoneuwrona control en sus componentes. F, posicién
ocular; P, velocidad ocular; F, perfil de 1la +frecuencia de
disparo de la motoneuronag kP, componente de posicién de la
frecuenciay F-kP, Ffrecuencia total menos el componente de

posicidén. C: representaciodn similar a B para una
motoneurona axotomizada. Nétese la escasa importancia del
componente de posicidn en la frecuencia total de 1la
motoneurona axotomizada durante el movimiento sacadico.

Calibraciones como se indican.
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Figura 37.— Evolucidén del componente .de velocidad de 1la

frecuencia (impulsos/segq) de una motoneurona control (C) vy
una axotomizada (Ax) durante tres movimientos sacadicos
diferentes entre si y similares para C y Ax. Nbétese la menor

duracioén y valor absoluto de dicho componente de velocidad
en las motoneuwronas axotomizadas.
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Figura 38.-~ ©bGrafica mostrando las relaciones entre 1la
"velocidad ocular maxima vy la frecuencia maxima obtenida
durante distintos movimientos espontaneos para una

motoneurona control (C) v una axotomizada (Ax). Los puntos
indican los valores reales obtenidos en base a los cuales se -
determiné la relaciéng rs, indica la pendiente de cada

recta; r, indica el coeficiente de correlacién en cada
ejemplo.
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Figura 3I9.— Relaciones entre la frecuencia de disparo
{(impulsos/seq) de una motoneurona contraol 1409) Y una
axotomizada (Ax) del  ndcleo motor ocular externo y la
velocidad ocul ar (grados/seq) durante un movimiento

‘sacAddico. Los puntos rellenos muestran la trayectoria de la
frecuencia total de disparo frente a la velocidad ocular.
Los circulos vacios muestran la misma relacidén tras 1la
sustraccidén a la frecuencia total del componente de
posicién. r, coeficiente de correlacién 1lineal para cada
representacidén. Las flechas indican 1la evolucidén de la
relacidén durante el movimiento. Notese que 1la trayectoria y
el coeficiente de correlacidn apenas varian en las
motoneuronas axotomizadas para estas representaciones.
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Figura 40.- Actividad de una motoneurona axotomizada del
ndcleo motor .ocular externo durante tres movimientos
oculares (1, 2, 3). De arriba a abajo se indican: A,
posicién ocular (grados); E, frecuencia total de disparo de
la motoneurona axotomizadag c, velocidad ocularg D,
componente de velocidad de 1la frecuencia; E, velocidad
ocular frente a frecuencia total; F, velocidad ocular frente
al componente de velocidad de 1la frecuencia. El circulo, las
estrel }as, los triadngulos Y las flechas indican,
respectivamente, la presencia de un brote en la direccién de
inactivacién, el retraso entre el maximo de velocidad vy
frecuencia, los maximos de velocidad vy frecuencia, y 1la
evolucién de las representaciones “velocidad ocular
frecuencia. Fara mias detalles ver el texto.



163

120] C it B 1 Ax 2
- = = *
8 = 150. £ 150] 1
% g g '
~ =
o ® 10 ® 100
z
- - 50 ll
SBO 12345 tm 123 45 tm
Q INT. INT.
w
- |
O
L
v ed
- 40- -
\.ﬁ
i ] : 1 - 1 ] 1
60 120 180 : 60 120 180
. TIEMPO (MSEG.)
Figura 41.—- Evolucidén . de la +Frecuencia instantanea de

disparo de las motoneuronas controles (C) y axotomizadas
{(Ax) del nucleo motor ocular externo durante movimientos

sacadicos. C: cinética de subida de 1la frecuencia de
disparo de una motoneurona control durante &6 movimientos
sacadicos. Nétese cémo 1la frecuencia maxima (f.m.) se

alcanza durante el cuarto o quinto intervalo. En la parte
superior derecha se muestra el histograma del porcentajie de
incremento de la frecuencia de los diferentes intervalos y
de f.m. con respecto al primer intervalo (4 INC. INT.). Las
barras indican el error tipico en 1la determinacidn de la
media. Ax: cinética de subida de la frecuencia de disparo en
una motoneurona axotomizada centralmente durante 1)
movimientos sacadicos. Néotese cémo la motoneurona alcanza
prematuramente su  f.m. durante el segundo o tercer
intervalo. En 1la-~ parte superior derecha se muestra el
histograma del porcentaje de incrementos de la frecuencia de
los diferentes intervalos y de +f.m. con respecto al primero.
Véase la disminucidn de 1a media de los intervalos cuarto y
quinto con respecto al tercero. La estrella marca el mayor

error tipico presente en el tercer intervalo. Ver texto para
mas detalles. '
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Figura 42.- :Rélaciones line;iésw entre lav frecuencia

instantanea (de los cinco primeros intervalos interespigas)
y la frecuencia maxima (f.m.) alcanzada por motoneuronas
controles (C) y axotomizadas {(Ax) durante movimientos
sacadicos. CA: representacidén de los valores observados en
la relacién del primer intervalo frente a f.m. en 20
movimientos diferentes. F1 indica 1la ecuacién de 1la recta
esperada, extraida de los valores observados para una
motoneurona control. r, indica el valor del coeficiente de

correlacién obtenido en 1la determinacién de la recta. CB:-
representacidn de las rectas esperadas para- una motoneurona
control, establecidas entre 1los cinco primeros intervalos
(1,2,3,4,5) vy f.m. Los valores entre paréntesis indican las
pendientes de cada una de las rectas. AxP/C: representaciones
similares a las realizadas para las motoneuwronas controles
en las sometidas a axotomia periférica (P) y central (),

respectivamente. Nditese como el valor de las pendientes
aumenta progresivamente hasta el quinto intervalo en las
controles y disminuye desde el segundo en las axotomizadas.
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Figura 43.-~ Relaciones lineales entre la frecuencia
instanté&nea (de . los cinco primeros intervalos) de
motoneuronas controles (C) vy axotomizadas (Ax) y 1la

velocidad maxima (v.m.) gque se alcanza durante el movimiento
sacadicao. CA: representacidén de los valares observados en la

relacidn del primer intervalo frente a V.M. en 20
movimientos diferentes. F1 indica la ecuacidn de 1la recta
esperada, _ extraida de 1los valores observados, para una

motoneurona control. r, indica el valor del coeficiente de
correlacién obtenido en 1la determinacién de la recta. CE:
representacién de las rectas esperadas para una motoneurona
control, establecida entre 1los cinco primeros intervalos
(1,2,3,4,3) vy la frecuencia maxima (f.m.) y v.m. Los valores
entre paréntesis indican las pendientes de cada una de las
rectas. AxP/C: representaciones similares a las realizadas
para las controles en las motoneuronas sometidas a axotomia
perifeérica vy central (C), respectivamente. Nétese como el
valor de las pendientes aumenta progresivamente en las
controles hasta el quinto intervalo, vy disminuye desde el

segundo en las axotomizadas. Igual sucede con el valor de
los umbrales.
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Figqura 44.- Grafica mostrando la caida de 1la frecuencia de

nidcleo motor
. ocular externo durante 4 movimientos sacddicos diferentes.

. Compa&rese con la actividad de una motoneurona

disparo de las motoneuronas axotomizadas del

durante el mismo tipo de movimiento.
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Figura 464.- Diagrama de Bode en el que se representa el
. desfase entre 1la envolvente de 1la frecuencia de disparo de
- una motoneuwrona axotomizada del ndcleo motor ocular externo
vy la posicién del ojo homolateral en el plano horizontal,
medidos a frecuencias crecientes de estimulacién vestibular
en el mismo plano. Se representan los valores reales medidos
(puntos) vy el ajuste a estos puntos empleando la ecuacién
definida por Skavenski y Robinson, 1973 (linea continua)
(ver texto para mas detalles). La linea de trazos muestra el
rango de desfases obtenidos, para el mismo tipo de
representaciones, en 'las motoneuronas controles.
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.1  VARIANTES AFLICADAS A LA TECNICA - DE LA PERDXIDASQ-_DE

RARAND

El aumento en la concentracidén de nit(oferriciaﬁurb
s6dico ha  sido descrito como wno de 1los factores. qgue
promueven la fOfmacién de productos inespecificos en 1la
reaccién catalizada por 1la peroxidasa de rabano {(Mesulam,
1982). -Fara detérminaﬁ la concentracidn éptima | de
nitroferricianuro sdédico en el medio de incubacidén se
probaron cantidades crecientes de este produétq, entre 10 vy
300 mg  por cada 300 ml de solucidn. Reduciendo la
éoncentracién de nitroferricianuro sdédico, entre 10 y T0 mg
por cada 300 ml, disminuyd ligeramentg el producto
inespecifico de reaccidn a la vez que disminuyd el nimero de
hotoneuronas marcadas. Este efecto se justifica por la
propia  accidén del nitroferricianuro sdédico como agente
estabilizador de 1los derivados oxidados de 1la benzidina
(Straus, 1964). Se ha comprobado que el color azul oscuwro
gue adquiere la tetrametilbenzidina al ser oxidada se
desvanece fépidamente si no se afnade nitroferricianuro
sodico al medio de incubaciodn. Alrededor de 300 mg de
nitroferricianuro sdédico por cada 300 ml de medio de
incubacidn fue una concentracidén adecuada para facilitar la
estabilidad del producto de reaccidén sin producir excesivos

precipitados inespecificos. Este resultado coincide con
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los descritos por otros autores (Mesulam vy Rosene, 1979;

Mesulam, 1982).

La reaccién catalizada por la aglucosa oxidasa
consiste en la reduccién de la glucosa vy en la produccidn
continuada, mientrasA existe sustrato, de perdéxido de
hidrdégeno. La produccidén continuada de pertxido de
hidrégeno acoplada_a la actividad de la peroxidasa de rabano
incrementa en 10 veces la produccién de moléculas de
cromogeno oxidadas por cada unidad de enzima (Lundquist vy
Jcsefsann, 197;). Esta variante en el revelado de la
actividad de ia .peroxidasa de rabano, se ha propuesto como
una forma’ alternativa de incorporacidén de peré#ido de
higrégeno al medio de incubacién (Itoh y col., 1979; Pasaro
y col., 1983). ARadiendo altas concentraciones de peroéxido
de \hidrégeno al medio de incubacidn {(Mesulam, 1982) se
provoca gran deterioro en la actividad de la peroxidasa de
rabano, asi como la aparicién de productos inespecificos de
reaccidén en el tejido estudiado. For otro lado, la variante

alucosa xidasa, seqgun los presentes resultados, tuvo 1la

ventaja de no afectarse por las condiciones ambientales.

La adicidn de cloruroc de cobalto (Ada;s, 1977 al
medio de incubacidn, para el revelado de la actividad de la
peroxidasa de rabano con diaminobenzidina como cromégeno,
incrementa la visibilidad del producto de la reaccion. Esta

técnica ha sido combinada con la variante de la glucosa
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- oxidasa para mejorar la eficacia de reaccién (Itoh vy col.,
1979). Aunque los presentes resultados también indican qgue
el producto de reaccién se oscurece con el cloruro de
cobalto, esta sustancia presenta como inconveniente el gue
produce una tincidén indiscriminada de las neuronas del

tejido.

Como cromégeno, la tetrametilbenzidina resultd més
sensible para la actividad de la peroxidasa de rabano que la
diaminobenzidina, de  tal modo .que el polimero de cromdaeno
por molécula de enzima fue mads evidente bajo microscopia
optica (Mesulamv y Rosene, 1979; Mesulam, 1982). Pgra
Hesulam Y Rcsen; (1979) el inconveniente fundamental que
presenta el‘ﬁsar otras moléculas de cromégeno distintas a la
tetrametilbenzidina es la disminucidn del namero de newonas
marcadas retrdégradamente. En los presentes experimentos no
se observd | tal efecto, aunque las neuronas marcadas
retrdaradamente con diaminobenzidina lo fueron mas

\

débilmente que las marcadas con tetrametilbenzidina.
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S.2 EFECTOS DE LA AXDTOMIA SOBRE LA MORFOLOGIA DE LAS

MOTONEURONAS DEL NUCLEOQ MOTOR OCULAR EXTERNO

Como consécuencia de la axotomia se prodéce,
genefalmente, la muerte de algunas = de las cél&las
lesionadas (Smolen y Truex, 1977: Kawamura vy Dyck, 1981;
Richardson vy col., 1982; BRarron, 1987%). 8in embargo, la
incidencia que tieme la muerte de motoneuronas en el trénco
del encéfalo, ha sido poco estudiada (Smolen vy truex, 19773
Baker vy col., '1985% Fasaro vy col., 1985). Los primeros
resultados obtenidoé, tras la axotomia del VI par craneal,
aparecieron contradictorios: asi,‘ en €]l mono adulto se
encontrd una granrpérdida de motoneuwronas en la poblacidén de
motoneuronas del ndcleo motor ocular externo (Carpenter vy
col., 1963), mientras que en el gato adulto dicha poblacidon
no se afectéd (Baker y col., 1981). Actualmente se ha
descrito tanto para gatos jévenes (Pasaro vy col., 1985) como
para adultos (Baker y col., 1985) rque 2l namero de
motoneuronas del nifdicleo motor ocular externo gue son capaces
de  reinervar el misculo recto externo estda, como maximo,
alrededor del S0%. Estas observaciones estan plenamente de
acuerdo con los resultados expuestos en este trabajo. Smolen
'y Truex (1977) han demostrado efectos similares, en el

nicleo dorsal del vago, después de una vagotomia a nivel
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cervical. Fara el presente nivel experimental no existe
minguna  razdn que explique la pérdida del S0% de las
motoneuronas del nacleo motor ocular externo, va que dichas
motoneuronas constituyen una poblacidén muy homogénea tanto
marfoldgica (Steiger.y Buttner—-Ennever, 1977; Highstein vy
col., 1982) como funcionalmente (Delgado-Garcia vy col.,
1985 ) y la lesion fue similar para todo el nicleo (Lisney,
1985 a vy b, Inaudablemente, otras aproximaciones

experimentales de tipo bioguimico podran ofrecer

explicaciones mas plausibles a dicho fendmeno.

Sorprendentemente, las motoneuronas del nldcleo
motor ocular externo que reinervaron al misculo recto
externo no mostraron diferencias en tamaho, forma

organizacidn dendritica con respecto a las encontradas en
las controles .= (Steiger Yy Buttner—-Ennever, 19785
Delgado—Barcia y col., 1978; Baker  y col., 1981; Highstein vy
col., 1982). Estos resultados evidencian que los cambios
detectados a nivel elecfrufisiolégico y funcional (Baker vy
col., 1981; Ribas vy col., 1982; Serra vy col., 12823
Delgado~Garcia vy col., 1985 bj Torres vy col., 1983 a y b) no
pueden ser xplicadosr por alteraciones . a nivel de
microscopia dptica en la poblacién de motoneuwronas

(Delgado~-Garcia y col., 1978; Baker y col., 1981,1985).

Un aspecto, ain no cuantificado, pero observado

para diferentes grupos neuronales axctomizados, ha sido la
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dificultad de las motoneuronas lesionadas para el transporte
retragrado de molécul as de elevado peso molecular
(Aldskogius vy col., 198%3; Redshaw y Bisby, 19835). En el
caso de las motoneuronas del micleo motor ocular externo
estas deficiencias del sistema de transporte se han puesto de
manifiesto pur-el escaso marcaje con peroxidasa de rabano de.

las dendritas principales.

Golberg ybcol. (1981) han sugerido una organizacidn
somatotdpica de la poblacién de motonewonas del ndcleo
motor ocular externo, de tal modo que las motoneuronas gue
inervan las ,fibras musculares de contraccidén lenta se
localizan mas vVentralmente en el ndcleo con ;respectn a
aguellas qgue inervan a las fibras de contraccién mas
rapida. Por otro lado, tras la denervacién de los misculos
oculares se ha observado la degeneracién preferencial de las
fibras rojas (Raker y col., 1983). Juntando ambos factores
se podria esperar que la muerte de motoneuronas seria mas
importante para determinadas &reas del nicleo. De acuerdo
con los resultados expuestos, 1la pérdiaa de motonewonas
axotomizadas parece tener lugar de forma aleatoria en el
nucleo, va . gue la distribucciodn espacial de las
motoneuronas, tras la lesidén, fue similar a la mostrada en

los controles.
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S.eo_ IDENTIFICACION ANTIDROMICA DE ‘LAS __MOTONEURONAS

AXOTOMIZADAS DEL NUCLEQ MOTOR OCULAR EXTERNO

Como consecuencia de la axotomia las mbtoneuronas
del nidcleo motor ocular externo sufrieron un éumento en
la latencia de activacidn antidrdmica del soma neuronal.
Este fendmeno indica la disminucidn de la velocidaﬁ de
conduccion para dichas motonéuronas. La disminucién de la
velocidad de cdﬁduccién ha sido ampliamente abservada en las
motoneuwronas i)t-a*e*»pinale«s (Funo vy col., 19743 Mendell vy col,
1@76; Elight, 1983) . Los cambios éncontrados s
atribuyeron, inicialmente, a una reducciéon en el diémeﬁtro
de la fibra (Cragg v Thomas, 1961), asi como a una
disminucidén en la distancia entre nodos de Ranvier (Craggq vy
Thomas, 1964). HRecientemente se ha encontrado gue 6tr05
factores pueden también explicar la disminucion de la
velocidad de conduccidng por ejemplo, las variaciones en la
resistencia de la membrana axonal debido a los cambios en
el espesor de la capa de mielina durante el proceso de
regeneracidén  (Smith vy Hallg 1980). Fara las motoneuronas

Hotomizadas del ndcleo motor ocular externo se ha descrito
un importante retraso en la invasidn antidrdmica del
segmento inicial, debido a los cambios en el flujo de

corriente a través de este compartimiento neuronal (Baker vy

col., 1981y Serra v col., 1982). Frobablemente, el aumento
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de la latencia de activacién antidrémica del soma neuronal
se debe a la accién combinada de la disminucidn de 1la
velocidad de conduccidén mas el retraso en la invasidn

antidréomica del seagmento inicial.
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S.4 ACTIVIDAD DE LAS MOTONEURONAS AXOTOMIZADAS DEL  NUCLEQD

MOTOR OCULAR EXTERNGD DURANTE MOVIMIENTOS OCULARES ESFONTANEOS

N

En las motoneuronas fespinales de animales
anestesiados  la  axotomia produce diversas modificaciones
electrofisiolégitas gque se han explicado por dos tipos de
caﬁbios: a) En las caracteristicas eléctricas de la membrana
plasmaticas y’ b) En las entradas - sindpticas. Frobablemente
la accién conjunta de ambas clases de modificaciones
justifican, ta@bién, las anomalias descritas en =31

comportamiento de las motoneuronas axotomizadas del nacleo

motor ocular externo. A continuacion se discuten los
resultados expuestos en este trabajo en base a estas
hipdtesis.

El registro intracelular de motoneuronas

axotomizadas dei nicleo motor ocular externo ha demostrado
gque la lesidén newronal produce una disminucién de la
escitabilidad del segmento inicial {(Baker vy col., i981) .
Dicho fendmeno se ha encontrado también en motﬁneuronas
espinaleé (Eccles vy col., 1938; Bustafsson, 1979) v explica
= nivel neurofisioldégico la dificultad de activacion
antidrémica de las motoneuronas axotomizadas en el animal
despierto. Si a esto se afade el hecho de que no se ha

observado en  las motoneuronas del nacleo motor ocular
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externo la presencia de potencialés dendriticos activos,”
descritos en las motoneuronas espinales (Baker vy col.; 1981;
Kuno vy Llinas, 1970 a3 Heyver vy Llinas, 1977) se puede
entender entonces la pérdida dé, actividad tonica que
presentan dichas motoneuronas tras su axotomia. 'Sdlo la
presencia de estimulos intensos de origen vastibular v
visual son  capaces de producir 1ahactivacidn, casi siempre

momentanea, de dichas motoneuronas.

En motoneuronas espinales axotomizadas se ha
descrito la refraccién de botones sinapticos, asi como los
cambios nfuncionales que ocasiona esta alteracion (Sumner .
19275; kumno v Llinas, 1970 hb: Hever y Llinas, 1977; Takata vy
I‘Nagahama, 1983} . Natuwralmente, la retifada de la entrada
sindptica con sefal de posiciodn ocul ar explicaria,
facilmente, la dramatica pérdida del componente ténico en la
frecuencia de disparoc en las motoneuronas del ndcleo motor
ocular externo. De ser cierta esta hipétesis, la respuesta a
la axotomia de las motoneuronas oculares presenta tal grado
de seiectividad que no sélo discriminan. entre entradas
sindpticas cualitativamente distintas, activadoras o
inhibidoras, sino, incluso, dentﬁp de las primeras, entré
las sefales de tipo tdénico o fasico (ya gque las segundas
entran con sutiles diferencias respecto de las observadas en
las controles). En este fendmeno puede jugar un papel
importante la localizacién en soma y/0 dendritas de los

botones sindapticos correspondientes, aunque hasta el momento
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no se puede establecer ninguna correlacidn morfofuncional
con base experimental (Spencer VY% Sterling, 19773
Delgado—Garcia vy col., 1978; Baker vy col., 1981; Ribas vy

.col., 19823 Torres y col., 1985 a y b).

Se ha descrito que con la reinervacidon apropiada
de las células blanco las motoneuronas lesionadas recuperan
sus caracteristicas morfoldgicas Y electrofisildgicas
(Purves, 1275 Sumner, 1976; Gallego vy col., 1979). El
potencial de campo de las motoneuwronas axotomizadas del
nicleo motor ocular externo se recupera rapidamente, 20 dias
o menos, tras la lesidén (Baker v col., 19813 Serra vy col.,
1982). Sin embargo, 1la actividaq unitaria en dichas
motoneuronas contindta mostrando importantes deficiencias en
este periodo, vy ain un afic después de ocasionada la lesioén
la recuperacién funcional no es completa. Estas
observaciones indican que no todos los cambios fisioldgicos
que tienen lugar en las neuroﬁas axotomizadas, siguen el
mismo patrdn de recuperacion. Conclusiones similares se han
obtenido en otros sistemas comparando variables como 1la
velocidad de conduccidn Y la duracian de la
hiperpolarizacidén qgue sigue & un potencial de accidén

{Morales vy col., 1985).

Una de 1las modificaciones més sorprendentes en la
conducta de las motonewronas axotomizadas del niacleo motor

ocular externo fue la aparicidn de cortos brotes de
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actividad que precedieron o acontecieron durante 0IDS
movimientos sacddicos en la direccidén de inactivacidn. La
explicaciaoan a este fendmeno puede venir dada por la
retraccidn de botones sinapticos, preferentemente
inhibidores, en la membrana somatica o dendritas proximales
de dichas motoneuronas (Sumner, 1975: Delgado—Garcia y col.,
'1978; EBaker y col., 19813 Ribas y col., 1982). Hasta el
momento se ha descrito en las motoneuronas de este nicleo la
pérdida de los postpotenciales sindpticos inhibidores de
origen vestibular (Raker Y col., 1?31), siendo ain
hipotética la retirada de la entirada inhibidora de origen
reticular. La=retirada preferente de botones inhibidores
puedes producir? desequilibrios tanto para los movimienfoa
oculares puros en: el plano vertical como para agquellos
horizontales en la direccidn de inactivacidén, va gue durante
estos movimientos las motonewronas del ndcleo motor ocular
externo reciben activacién e inhibicidn simulténea v
equivalente de las neuronas reticulares de brote excitadoras
e inhibidoras, los dos grupos neuronales encargados de la
génesis de los movimientoé sacadicos (Robinson, 1981; Van

Gisbergen v col., 1981).

La fatigabiiidad de la frecuencia de disparo o la
ausencia de ésta en las motoneuronas axotomizadas del
nicleo motor ocular externo durante fijaciones oculares. se
tradujo a nivel poblacional en un fuerte descenso,

aproximadamente un 289%, en la sensibilidad & la posiciodn
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ocul ar (eonstante neuronal k en el sistema motor ocular,
Robinson, 1970) vy en un Adesplazamiento del umbral, 2,1°
hacia la izquierda, de aétivacién para dichas motoneuronas
(Delgado—ﬁarcia Y col., 1985 bvy o Ambas modificaciones
parecen ser un fiei reflejo de la disminucién de la
excitabilidad neuronal descrita en experimentos agudos pafa

estas motoneuronas (Baker y col., 1981).

Es importante resaltar la.diferencia en los cambios
de su excitabilidad de las motoneuronas espinales v
troncoencefalicés tras su axotomia. Inicialmente se
comprobdé, . pa;a 1@5: primeras, una fuerte disminucidn en la
amplitud vy duracidn ‘de los postpotenciales sinapticos
activadores {(Huno vy Llinas, 1970 by FKuno y col., 1974
Furves, 1975), lo que inevitablemente conduce a una
disminucidn de la actiyidad general de la neurona lesionada.
Sin embargo la variaciéon en otros pardmetros tales como la
amplitud vy duracidn de la hiperpolarizacién gque sigue a un
potencial de accidén, 1la resistencia de membrana, la
capacitanciag la .constante de tiempo newonal, la aparicioén
de potenciales de accidén dendriticos (Kuno y Llinas, 1270 aj
kuno vy col., 1974; Gustafsson, i???; Gustafsson vy Finter,
1984) hacen que las motoneuronas espinales respondan con
aumentos de frecuencias mucho mayores a los controles en
respuesta a la inyeccién de corriente, sobre teodo cuando
ésta tiene baja intensidad {Hever y Llinas, 19773

Gustafsson, 1979). La conducta de 1las motoneuwronas del
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niacleo --motor ocular externo  tanto en experimentos agudos
(Deloado-Garcia vy col., 1978; Baker vy col., 1981; Serra vy
col., 1982) como en experimentos crénicos (Torres v col.,
1985 a vy b) reflejan, contrariamente a lo observado en las
motoneuronas espinaleé arxotomizadas, una disminucidn general
de la excitabilidad neuronal, va- que la respuesta a entradas
sinapticas excitadoras es una frecuencia de disparg

anomal amente baja..

Durante movimientos oculares sacadicos laé
motoneuronas dél nicleo motor  ocular externo reciben dos
entradas sinéétiqas, desde la fcrmacién reticular del puente,
proporcionales a posicidén vy a ‘velocidad ocular (Robinson,
19703 Faneko vy col., 1981; Van Gisbérgen y col., 1981). Tras
la xotomia, la actividad. caracteristica para las
motoneuwronas controles, de acuerdo con log presentes
resultados, se mostrd claramente alterada. La sensibilidad &
la velocidad ocular (constante neuronal r en el sistema
motor ocular. Rbbinson, 1270) fue menor. Este resultado se
puede explicar por la escasa importancia en la entrada del
componente de posicién, va que éste sdélo se encontrd con
valores apreciables para movimientos que llevaron al ojo a
posicliones muyA stremas, asi como por  la disminucion ¥
acortamiento del componente de velocidad de 1la frecuencia.
Este resultado puede estar en relacion con la disminucion
de los postpotenciales sinadpticos excitadores observados en

las motoneuronas espinales axotomizadas (Huno y col., 1270
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b; Kuno v col., 1974: Purves, 1979).

Recientemente se ha mostrado que para generar
:movimientos oculares sacddicos las motoneuronas del ndcleo
motor ocular extérno producen un aumento de frecuencia
araduado, de tal manera gque la actividad maxima gque se
hdesarrolla en cada movimiento  estd implicita desde el primer:
intervalo de frecuencia (Gémez y col., 1984y Torres y col.,
1985 a vy b). Las motoneuronas axotomizadas del mismo ndcleo
responden de forma similar, si bien su frecuencia maxima se
alcanza antes,l alrededor del sequndo o tercer intervalo

f .
interespiga frenge al quinto o sexto de las controles.

El total de corrientes sinadpticas presentes en un
momento dado en la membrana de una motoneurona se traduce
en la frecuencia instantdanea de produccidén de potenciales
de accidn y, Finalmente, en la contraccidn de las fibras
muscul ares que 1la motonewrona inerva (Haldissera v
Campadelli, 1977). Se ha demostrado que la respuesta
neﬁronal. a pulsos transitorios de corriente depende de la
intensidad vy velocidad “con la gue éstos se aplican
{Baldissera vy col., 19é2). En el gato despierto, 1la

"evolucidn de la  frecuencia instantanea de .disparo de las
motoneuronas controles del nicleo motor ocular externo
presénta caracteristicas similares a las descritas in vitro
(Baldissera vy col., 1982; Gémez vy col., 1284) . La

frecuencia maxima se obtuvo siempre en el cuarto o quinto
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intervalo; sin embargo, el tiempo invertido en conseguirla
varid seguan los valores que tomdé este parametro. Las
diferencias en el tiempo necesario para llegar a la
frecuencia maxima se pueden ¥plicar por un efecto
transitorio de corriente, de tal deQ que el incremento de
entradas sindpticas activadoras provocaria no s6lo el
aumento de la frecuencia ma&xima sino también el acortamiento
del tiempo invertido en alcanzarla. El hecho de que 1la
relaciones lineales se mantuviesen entre la Ffrecuencia
instantanea de los primeros intervalos vy 1la freﬁuencia
maxima o la vélocidad maxima tanto para las motoneuronas
controles comé para las axotomizadas se puede deber a que la
cinética, aproximadamente: exponencial (Jimenez—-Ridruejo v
col., 1984), de entradas de ﬁostpotenciales xcitadores no
se modificase por la axeotomia. Esto implica gue la axotomia
puede provocar la retirada de botones sinapticos pero no
altera, basicamente, el mecanismo de despolarizacion
araduada que realizan las neuronas premotoras sobre las
motonew onas del niacleo motor ocular wterno. Estos
resultados sugieren, también, que - no se producen

modificaciones funcionales en las neuronas premotoras tras

las axotomia de las neuronas blanco.
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5.5  ACTIVIDAD DE LAS MOTONEURONAS CAXOTOMIZADAS DEL  NUCLEQ

MOTOR _OCULAR _EXTERNO DURANTE MOVIMIENTOS OCULARES INDUCIDOS

VESTIBULARMENTE

Durante el reflejo vestibulo-ocular 1los ojos se
desplazan conjuntamente con el movimiento de la cabeza, pero
con sentido contrario, con el fin de mantener la mirada en un
blanco establecido (Skavenky vy Rabinson; 1973; Precht, 197%:
L.eigh v Zee, {1983). La actividad de las motoneuronas del
nacleo motorﬁ D?ular externo durante este reflejo es de
caracteristicas parecidas a las que existen durante
estimulacidén de origen visual, es decir su frecuencia de
disparo se define por una ecuacidn diferencial de primer
orden con un  término de la ecuacidn proporcional a posicién
ocular v otro proporcional a velocidad ocular (Skavenski vy
Robinson, - 1973). 8in embargo, la via neural premotora es
diferente a Ya qgue existe para la generacidén de los
movimientos sacddicos (Precht, 1979; Godaux y Laune, 1983,
aunque la senal gue suministren a las motoneuronas sea
parec}da (Berra, 19825 . Péra altas frecuencias de
estimulacidn, S Hz o mas, la actividad en las motoneuronas
controles se encuentra desplazada < F0° adelantada con
respecto a la posicién ocular, por lo que se pusde asumir que

dichas motoneuronas portan, fundamentalmente, sefial de

velocidad. Fara bajas frecuencias, 0,1-1 Hz, la frecuencia
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de disparo se encuentra en fase con la posicion ocular, por
lo que se asume que dichas motoneuronas portan,
fundamentalmente, sefal de posicidn (Skavenski vy Robinson,
197Z%; Gémez vy Delgado—-Garcia, 1984). El1 hecho de que las
motoneuronas axotomizadas del nidcleo motor ocular xterno
presentaran un desfase entre lé envol vente de su frecuencia y
la posicién ocular similar al observado para las controles
indica que la axotomia no provocd la refirada, preferencial,
de aferencias sinapticas activadoras y/o inhibidoras con
informacidén de posicidn o velocidad oculér de origen

vestibul ar.

i

De acuerdo con los presentes resultados, las
motoneuronas xotomizadas del nicleo motor ocular xterno
mostraron valores inferiores de frecusencia maxima, asi como

menor numero de espigas que las controles para un  mismo
rango de estimuwlacidén vestibular. Este resultado puéde ser
debido tanto a.la pérdida, en cantidad parecida, de entradas
sinapticas con séﬁal dé‘posicién y velocidad ocular, o bien
ser la consecuencia de una elevacidn del umbral de actividad
en dichas motoneuwronas (Baker vy col., 19813 Serra y col,

1982).
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S.6 CONSIDERACIONES FINALES

La acti@idad en las motoneuronas controles del
nicleo motqr oculér externo del gato despierto muestra un
companententénico relacionado con la posicidén ocular y otro
fasico relacionaad con la velocidad del movimiento ocular.
La axotomia produce drasticas alteraciones en la actividad
de las motoneuronas lesionadas tanto en el componente ténico
como en el fasico (figura 47). Estas alteraciones aparecen
més marcadas entre 30 y 20 dias despuéds de la lesidn, asi
como cuando ésta se practica centralmente. En base a 1la
discusidén realizada (ver apartado 5.4). la hipdtesis que
mejor explica estos resultados consiste en una disminucidn
»de la excitabilidad neuronal, debido a la subida del umbral,
como se ha sugerido en experimentos ‘agudos {Baker vy col.,
1981; Serra y‘ col., 1982). A esta disminucidén de la
excitabilidad ée une, probablemente, la disminucién en la
eficacia sinaptica, descrita a niveles morfolégicos Y
electrofisioldgicos (Kuno vy Llinas, 1970 a vy b: Sumner,

1975), y -refrendada en este trabajo a niveles fisioldgicos

(ver apartado 5.4)

Otro aspecto interesante es la recuperacidn

funcional en las motoneuronas axotomizadas del nicleo motor
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ocular externo del gato despierto, asi como la reaparicion
de la motilidad en el ojo afectado por la lesién (figura
47). Estos hallazgos confirman los reSultados obtenidos a
otros niveles experimentales (Purves, 19753 Sumner, 19763
Gallego y col., 1979 Morales y col., 1985), v constituyen
una importante aportacidn al conocimiento de la

fisiopatologia de la respﬁesta neurocnal a la lesion.



Figura 47.- Diagrama en el que se resumen las alteraciones
mas sobresalientes en la actividad de 1las motoneuronas
axotomizadas del nicleo motor ocular externo desde la lesidn
hasta un afo después de producida ésta. La actividad en las
motoneuronas controles durante movimientos del ojo derecho
(OD) e. izquierdo (0I) hacia la izquierda (i) se ' muestra de
tipo ténico-fadsico. Desgpués de la lesidn (&0 - dias) las
motoneuronas pierden el componente ténico vy muestran
importanteg alteraciones en el componente fasico (véase el -
retraso en' el inicio de 1la actividad; flechas en la figura).
Fosteriormente se recuperan paulatinamenete los patrones de
actividad tipicos de 1las motoneuronas controles, a 1la vez
que reaparece la motilidad ocular en el ojo afectado. (Para
mas detalles ver el texto).
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Como consecuencia de los resultados expuestos y de
la discusién de los mismos se pueden obtener las siauientes

conclusiones:

1.~ Dos .meses después de la axotomia del VI par

craneal, 1 nimero de motonewronas del nﬂcléo motor ocular

“terno marcadas retrégradamente, tras la inveccidén de la
i

enzima de la peroxidasa ‘de rabano en el masculo recto

externo, Ffue inferior en un S04 al encontrado en las

poblaciones controles.

Z.= L& pérdida de motoneuronas del niucleo motor
ocul ar Hxterno ‘como consecuencia de la lesidn siguidé un
patrén aleatorio dentro de dicho ndcleo. No se observd
ninguna orientacidn preferente, dorsoc—-ventral (]
rostro—caudal, para la desaparicidn de neuronas marcadas
retrogradamente con el producto  de reaccidén de la peroxidasa
de rabano. . Tampoco s observd gue la pérdida de
motoneuwronas fuese sﬁperior“para alguno de los diferentes

tipos morfoldaicos presentes en el nicleo.

J.— La Hofomia del VI par craneal no produjo
cambios apreciables en las caractéristicas morfométricas de
la poblacidn de motoneuronas del nicleo motor ocular externo.
LLas motoneuronas lesionadas mostraron un diametro medio\de

24 * 1,89 pm frente a los 23,1 * 1,86 pym obtenidos para la

poblacidén control.
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4.~ Inmediatamente después de la axotomia del VI
par craneal izguierdo, el o0jo lesionado fue incapaz de
realizar movimientos vy/o fijaciones tendentes a superar el
centro de la d6rbita ocular hacia la izquierda, es decir, la
direccidén de accidén activa del masculo deﬁervado. Conforme
se reinervd el misculo recto exferno, el ojo pudo realizar
desplazamientos‘“hacia‘“'la izquierda proaresivamente mas
amplios. No obstante un afo después de la axotomia el ojd
lesionado fue incapaz de abarcar todo el rango oculomotor.

S Acompafando a la incapacidad del ojo lesionado
para superar el tentro de la érbiﬁa en el plano horizontal se
observd, en el ojo no afectado, una vez que éste sobrepasd
@l centro de la 6rbita, un lento proceso de deslizamiento
hacia posiciones mas centrales. Este fendmeno parece estar

encaminado a correqir las situaciones de visién doble.

b= Las espigas somaticas inducidas por la
activacioén antidrémica de las motonewronas axotomizadas del

nicleo motor ocular externo mostraron un claro retraso en la

invasion del segmento inicial vy del espacio somato-
dendritico con respecto a las controles. Este resultado
indica la aparicidn de importantes cambios en las

propiedades de membrana de ambos compartimientos neuronales.

7.~ Después de la axotomia del VI par craneal las
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mostraron un

a de activacidn antidrémica,

nucidén

de la

velocidad de

conduccion. Este cambio fue mas importante para la axotomia

central que periférica.

8.—- Las motoneuwronas
i
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ocular, constante k (impulsos/seg/grado), fue
aproximadamente un 25% menor que en las controles. For otro
lado, el umbral, posicién ocular a partir de la cual se
reclutan laS'motonéuronas oculomotoras, se desplazd hacia la
izqquierda en 2,1° cuando la poblacidn neuronal se sometid a

la axotomia.

10.- La sensibilidad de las motoneuronas
axotomizadas del nicleo motor ocular externo a la velocidad,
constante r (impul sos/seq/grado/seq) , fue ligeramente

inferior con respecto a las controles.

il.—~ Separando en sus componentes de posicioén vy
velocidad la actividad de motoneuronas axotomizadas del
macleo motor ocular wterno se observdéd que el primero
(posicidn) estuvo escasamente representado durante dichos
movimientos, mientras que el seqgundo (velocidad) mostrd

valores inferiores en frecuencia maxima vy dwacidn con

respecto & las motoneuronas controles.

12.- Dwrante movimientos sacadicos tanto la
poblacidn de motoneuronas controles como axoptomizadas
mostraron una subida graduada en su frecuencia, de tal modo
que la frecuencia maxima obtenida para cada movimiento se
determind desde el primer intervalo interespiga. No
obstante, las motoneuronas axotomizadas evidenciaron un

agotamiento prematuro en la cinética del brote de actividad,
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va que su frecuencia maxima se alcanzd durante el segundo o
tercer intervalo, mientras que en las controles dicha
frecuencia madxima no se obtuvo hasta el quinto o sexto

intervalo.

1Z7.- Las caidas de actividad, presentes en las

motoneuronas votomizadas del nidcleo motor ocular externo,

W
H

durante Ffijaciones oculares mostraron una cinética casi

exponencial. La evolucidén de estas exponenciales indica
que la pérdida de la Ffrecuencia de disparo esta,
probablemente, relacionada con la rapida disminucién de la

corriente activadora suministrada a la® motoneurona durapte
movimien#os sacatdicos.

14.—- Las motoneuwronas votomizadas del nicleo
motor ocular respondieron a la estimulacidn dé origen
vestibular, con un aumento progresivo del desfase entre la
posicidn ocular y la actividad en dichas motoneuronas para
las frecuencias de estimulacidén mas altas; Este
comportamiento fue similar al observado en la pob}acién de

motoneuwronas controles.
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