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Resultados

Figura 4.3.4. Imagen de tres motoneuronas de morfologia multipolar tomadas a 20X trazadas
desde el musculo tiroaritenoideo. Escala 50 um.
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4.4- INYECCIONES IPSILATERALES DE DOS MUSCULOS

Ademas de las inyecciones individuales de cada uno de los musculos que hemos
seleccionado para nuestro estudio, hemos realizado inyecciones ipsilaterales de las
distintas combinaciones de dos de esos tres musculos con el fin de comprobar
fisicamente si se producia o no solapamiento de las poblaciones neuronales
correspondientes a cada uno de ellos. Para ello, cada musculo fue trazado con la
toxina colérica conjugada a un fluoréforo diferente, con el fin de poder visualizar en el
tronco del encéfalo las neuronas correspondientes a cada musculo en un color

diferente. Los resultados obtenidos en estos experimentos se detallan a continuacion.

INYECCION DE LOS MUSCULOS CRICOTIROIDEO Y CRICOARITENOIDEO POSTERIOR

Hemos realizado varios intentos de trazado desde estos dos musculos pero en
ningun caso hemos obtenido un resultado satisfactorio, pues nunca obtenemos
neuronas trazadas para el musculo cricotiroideo. Entre las posibles razones que
expliquen este resultado, barajamos la posibilidad de que en el abordaje para la
inyeccion del musculo cricoaritenoideo posterior se lesione accidentalmente el nervio
laringeo superior por lo que la toxina colérica inyectada en el musculo cricotiroideo no

puede transportarse hasta los cuerpos neuronales ubicados en el nicleo ambiguo.

Sin embargo, de las series experimentales para el trazado de los musculos
cricotiroideo y cricoaritenoideo posterior por separado, se puede concluir que hay una
region de solapamiento para estos dos musculos de una longitud aproximada a 500
um, localizada rostralmente al obex entre 1440 + 190 um y 1980 + 200 um (Figura

4.4.1).
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Figura 4.4.1. En el lado izquierdo se muestra la representacion somatotdpica de los musculos
cricotiroideo (territorio que incluye el area azul) y cricoaritenoideo posterior (territorio que incluye el
area verde), comparada con toda la longitud del nicleo ambiguo en el lado derecho (marrdn).
Nétese el territorio de solapamiento entre ambas poblaciones neuronales. Las areas azul y verde
corresponden al territorio dénde se ubica el 50% de las neuronas trazadas para cada musculo.

INYECCIONES DE LOS MUSCULOS CRICOTIROIDEO Y TIROARITENOIDEO

En dos animales se inyectaron ipsilateralmente los musculos cricotiroideo vy
tiroaritenoideo. La distribucidén y el nimero de neuronas trazadas al inyectar ambos
musculos son andlogos a las descritas cuando los musculos fueron trazados

individualmente, con las neuronas trazadas desde el musculo cricotiroideo en posicidn
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rostral y las correspondientes al musculo tiroaritenoideo caudalmente, sin ningun

territorio de solapamiento entre ambas poblaciones (Figura 4.4.2.).

Figura 4.4.2. En el lado izquierdo se muestra la representacion somatotdpica de los musculos
cricotiroideo (territorio que incluye el area azul) y tiroaritenoideo (territorio que incluye el area
verde), comparada con toda la longitud del ndcleo ambiguo en el lado derecho (marrdn). Nétese
que no hay solapamiento entre ambas poblaciones neuronales. Las areas azul y verde corresponden
al territorio donde se ubica el 50% de las neuronas trazadas para cada musculo.

MUSCULOS CRICOARITENOIDEO POSTERIOR Y TIROARITENOIDEO

En un total de cinco ratas se ha inyectado toxina colérica en estos dos musculos
ipsilateralmente. Las neuronas que inervan el musculo cricoaritenoideo posterior

estan distribuidas rostralmente a las correspondientes al musculo tiroaritenoideo,
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pero hay una pequefia area de solapamiento entre ambos musculos de unos 100 um

(Figuras4.4.3.y4.4.4.)).

Figura 4.4.3. En el lado izquierdo se muestra la representacion somatotdpica de los musculos
cricoaritenoideo posterior (territorio que incluye el area verde oscuro) y titoaritenoideo (territorio
que incluye el area verde claro), comparada con toda la longitud del nicleo ambiguo en el lado
derecho (marrdn). Notese el pequefio territorio de contacto entre ambas poblaciones neuronales.
Las areas verde oscuro y verde claro corresponden al territorio donde se ubica el 50% de las
neuronas trazadas para cada musculo.
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En concreto, la situacion de este area abarcaba los 100 um comprendidos entre 800 y

900 um rostral al ébex (Figura 4.4.4).

Figura 4.4.4. a. Neuronas trazadas desde el musculo cricoaritenoideo posterior. b. Neuronas
trazadas desde el musculo tiroaritenoideo. c. Imagen fusionada de a y b que muestra como hay
un territorio de solapamiento de las neuronas trazadas desde ambos musculos.

[ 10 L




Discusion

5.- DISCUSION

[ L







Discusion

5.- DISCUSION

5.1 MUSCULO CRICOTIROIDEO

NUMERO DE NEURONAS

El musculo cricotiroideo es el Unico musculo intrinseco de la laringe inervado por el
nervio laringeo superior (Szentagothai, 1943; Gacek, 1977; Schweizer y cols., 1981;

Bieger y Hopkins, 1987; Kobler y cols., 1994).

En nuestro estudio, todas las neuronas marcadas se situaban agrupadas en los
limites del territorio del nucleo ambiguo (Paxinos y Watson, 2005). El contaje de las
motoneuronas marcadas mostraba un numero entre 21 y 51. Sumados todos los

experimentos el nimero medio de neuronas fuede 41 +9

En las inyecciones de este musculo en el modelo de gato, Gacek contabilizd entre
320 y 354 neuronas distribuidas en los nucleos retrofacial y ambiguo (Gacek 1975).

Este nimero es muy superior al encontrado por nosotros.

Por otra parte, el nimero obtenido por nosotros no es muy diferente del obtenido
por otros autores en la rata. En el trazado con HRP de Hinrichsen y Ryan el nimero de
motoneuronas marcadas para este musculo estaba entre 50 y 96 (Hinrichsen y Ryan,
1981). En los ensayos realizados por Portillo y Pasaro para su articulo de 1988, en un

modelo de rata, el nimero de neuronas para el musculo cricotiroideo fue de entre 22 y
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81, siendo 42 neuronas su numero medio, que es una media equivalente al de
nuestros propios experimentos. Por otra parte, mediante el trazado de la rama motora
gue inerva el musculo cricotiroideo a través del nervio laringeo superior con el

marcador HRP logré un marcaje de 30 neuronas (Furusawa y cols., 1996).

Existen otros dos trabajos realizados en la rata en los que no se hacen distincion
alguna de las neuronas que inervan cada musculo, sino que se describe de modo
general el nUmero de neuronas del nldcleo ambiguo. De esta manera, se han descrito
un numero de entre 100 y 300 neuronas en la representacion laringea del nucleo
ambiguo (Pasaro y cols., 1981), o un numero de 140 neuronas en la formacién laxa del
nucleo ambiguo, que inerva todos los musculos intrinsecos laringeos excepto el
cricotiroideo, asi como 170 neuronas en la formacién semicompacta, que inerva el

musculo cricotiroideo y la musculatura faringea (Bieger y Hopkins, 1987).
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POSICION DENTRO DEL NUCLEO AMBIGUO

En nuestros resultados, la subpoblacién de este musculo se encuentra entre 1,4 y
2,4 mm rostral al ébex. Esta subpoblacion se encuentra en la region mas rostral en
comparacion con el resto de la musculatura laringea, inmediatamente caudal al polo
caudal del nucleo motor del nervio facial, en una posicién equivalente a la descrita
como formaciéon semicompacta por Bierger y Hopkins (1987). El 50% de las neuronas
trazadas se localizan en una regién de tan solo 300 um de longitud, entre 1,8 mmy 2,1
mm. La mediana de esta subpoblaciéon es 1,9 mm. Esta distribucién muestra la
existencia de una Unica concentracién de motoneuronas en torno a la mediana. Fuera
de esta agrupacidon se encuentra un pequefio numero de neuronas dispersas a los

largo de la columna rostral y caudalmente a la concentracion.

En su ya clasico articulo, Bierger y Hopkins (1987) determinan que la organizacion

viscerotopica del NA esta constituida por dos divisiones principales:

e Divisién ventral. Es la formacién externa, formada por neuronas eferentes

preganglionares parasimpaticas cardiacas.

e Division dorsal. Estda formada por las neuronas eferentes que inervan los
musculos estriados de la laringe, la faringe y el es6fago. Esta division, a su vez,
puede ser dividida a su vez en tres subdivisiones organizadas

rostrocaudalmente:

0 Formacion compacta: Es la subdivision mas rostral. Proyecta a todos los

niveles del eséfago, es decir, es la subdivision eséfagomotora.

0 Formacion semicompacta: Es la subdivision intermedia que se extiende
caudalmente a la formacidn compacta, aunque algunas de las neuronas

gue inervan el musculo cricotiroideo se sitian en el mismo plano que la
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formaciéon compacta. Contiene las neuronas que inervan los musculos

constrictores de la faringe y el musculo cricotiroideo.

0 Formacion laxa: Es la subdivision mads caudal. Contiene las
motoneuronas que proyectan sus fibras para inervar a los musculos

intrinsecos de la laringe, con excepcion del musculo cricotiroideo.

La organizacion de esta subpoblacion en nuestros experimentos de marcaje se
encuentra de acuerdo con diversos autores, como por ejemplo en el trabajo pionero
de Szentagothai (1943), donde plantea un protocolo de estimulacién y lesién del
nucleo ambiguo por transmision de corriente eléctrica que, realizado en perros,
muestra que las motoneuronas de este musculo estan situadas en la regidon mas rostral

del nucleo ambiguo.

Por otra parte, en los experimentos de Gacek (1975) empleando el trazado de HRP,
el marcaje de las motoneuronas para este musculo estaria localizado en los nucleos
retrofacial rostral y ambiguo caudal. Sin embargo, utilizando los mismos trazadores
HRP en los musculos laringeos del gato Yoshida y colaboradores (1982) describen una

organizacién similar a la descrita por Szentagothai (1943).

La organizacién de las motoneuronas del musculo cricotiroideo en la rata también
se dispone en la regién mas rostral del nucleo ambiguo. Siendo mas especificos, para
Portillo y Pasaro (1988) se localiza en una region rostral del nicleo ambiguo entre 1,3
mm y 2 mm. Esta organizacion rostrocaudal presenta un polo rostral diferente al
especificado por nosotros, mientras que el polo caudal si resulta mas ajustado a

nuestros resultados.

17 L




Discusion

Por ultimo, la inyeccion de la rama motora del nervio laringeo superior, si da como
resultado un conjunto de neuronas trazadas cuya localizacién es practicamente
equivalente a la obtenida en nuestras series de inyeccion del musculo cricotiroideo

(Furusawa y cols., 1996).

MORFOMETRIA

Nuestras medidas de diametro mayor para las motoneuronas de este musculo han
sido de 32 + 9 y un didmetro menor de 20 + 4 um. Las dimensiones de las
motoneuronas para Portillo y Pasaro (1988) son un didametro 15 a 25 um. El didametro
medio medido en las neuronas marcadas en los experimentos de Furusawa vy
colaboradores (1996) fue de 20 um. En trabajos sobre el andlisis ultraestructural de las
neuronas laringeas se ofrecen datos adicionales, asi, el trabajo de Saxon vy
colaboradores (1996), realizado en la rata, analiza las neuronas de la formacién
semicompacta, donde se localizan las motoneuronas del musculo cricotiroideo, de 38
pum de didmetro mayor y de 29 um de eje menor. Estos resultados son los mas
similares a los nuestros, y diferentes a los medidos por Hayakawa y colaboradores
(1999) para la rata, donde el tamafio medio ha sido estimado en 47,7 um de eje mayor

por 28 um de eje menor.

Asi pues, como hemos visto, la distribucion de las motoneuronas que inervan, a
través del nervio laringeo superior, el musculo cricotiroideo en la rata se situan en la
porcion mas rostral del ndcleo ambiguo, como era de esperar a la vista de los

resultados de los trabajos previos de otros grupos de investigacion.

[ 118 L




Discusion

5.2.- MUSCULO CRICOARITENOIDEO POSTERIOR

De los tres musculos estudiados en este trabajo, la inyeccién de trazador sobre el
cricoaritenoideo posterior resultdé ser la mas complicada desde el punto de vista
quirurgico. Tras probar varios métodos, se consiguid al fin un procedimiento
normalizado para el trazado de este musculo que permitid obtener resultados
reproducibles de manera consistente, como se ha descrito en el capitulo de material y

métodos.

NUMERO DE NEURONAS

En nuestro trabajo hemos obtenido un nimero medio de neuronas trazadas de 39 +
11. Es un numero considerablemente inferior al citado por el resto de los autores
estudiados (Hinrischen y Ryan, 1981; Portillo y Pasaro, 1988; Pasaro y cols., 1981;
Bieger y Hopkins, 1987). Sin embargo, creemos que puede resultar un numero
bastante préximo al real en la rata. Consultando en la literatura, el marcaje de este
musculo ha requerido protocolos mas o menos complicados debido a la alta
posibilidad de trazado no deseado de estructuras anejas. Asi, diversos autores han
optado por seccionar el nervio laringeo recurrente contralateral (Pasaro y cols., 1981)
o los nervios laringeo superior ipsilateral y rama cervical del nervio vago contralateral
(Berkovitz y cols., 1999). La aplicacion de diferente metodologia para el marcaje de
este musculo es una muestra de las dificultades que ha supuesto su trazado para todos
los grupos de investigadores. En la tabla 5.2.1 aparecen resumidos los resultados

obtenidos por otros autores comparados con los nuestros.
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En los experimentos realizados en gato joven (Gacek, 1975) se contabilizé un nimero
de neuronas entre 9 y 127 en el nlcleo ambiguo y de entre 9 y 103 en el nucleo
retrofacial. Todos los marcajes son ipsilaterales excepto en uno de los animales
intervenidos donde también aparecieron marcadas neuronas contralaterales,
explicadas por el propio autor como un exceso de trazador que marcd el

cricoaritenoideo posterior contralateral.

En los trabajos de rata comparables a los nuestros existen diferencias segun los
autores. Hinrichsen y Ryan (1981), inyectando directamente HRP en el musculo
obtienen un marcaje de entre 17 y 78 neuronas, que es un resultado comparable al
obtenido en nuestros experimentos. Sin embargo, en algunos de los animales
intervenidos, obtuvieron un nimero superior a 100 neuronas marcadas en el nucleo
ambiguo. En el trabajo de Portillo y Pasaro (1981) se determind un nimero medio de
neuronas para toda la musculatura laringea de 274; de las que se contabilizaron las
neuronas marcadas para el musculo cricoaritenoideo posterior como 30 para el
trazador HRP y en torno a 90 neuronas para los trazadores solubles en agua Diamino
Yellow (DY) 6 True Blue (TB). El primer nimero es similar al obtenido en nuestras
series experimentales mientras que el segundo resulta demasiado alto. En el
mencionado articulo los autores no explican la razén para esta discrepancia, pero
podria ser debida a que la naturaleza concreta de esos trazadores, DY 6 TB difunden
mas a otras estructuras. Igual circunstancia es explicable en los ensayos de Berkowitz
(1999), en los que se estimd un numero de 175 neuronas para este musculo, y cuya

distribucién no fue explicada.

El nUmero de neuronas en nuestros experimentos es similar entre nuestras distintas
series experimentales y resulta justificable si lo comparamos con los trabajos

realizados trazando los nervios laringeos. Asi Bieger y Hopkins (1987) contabilizan 140

[ 121 L




Discusion

neuronas para la formacion laxa del ndcleo ambiguo, donde se localizan las neuronas
laringomotoras a excepcion de las del musculo cricotiroideo. Las neuronas de la
formacion laxa conducen sus axones a través del nervio laringeo recurrente y es el
origen real de la inervacién de los musculos interaritenoideo, cricoaritenoideo lateral,
tiroaritenoideo y cricoaritenoideo posterior. Por otra parte, trabajos previos en el
trazado de los nervios laringeos mediante dextranos biotinados muestran un
resultado similar a los nuestros en el nUmero de neuronas trazadas, 159 neuronas

(Pascual-Font y cols., 2006 a y b).

Basandonos en estos datos de trazado de Bieger y Hopkins (1987) y de Pascual-Font
y colaboradores (Pascual-Font y cols., 2006 a y b), la inervaciéon del musculo
cricoaritenoideo posterior no puede tener un numero superior de neuronas que las
descritas para todo el nervio laringeo recurrente como parecen afirmar Portillo y
Pasaro (1981). Ademas tampoco resulta razonable que la mayoria de los axones
incluidos en el nervio laringeo recurrente pertenezcan a las motoneuronas del musculo
cricoaritenoideo posterior (39 motoneuronas) cuando nuestros resultados en el

marcaje de el musculo tiroaritenoideo (33 motoneuronas) lo desmienten.

Por otra parte, existe una cierta controversia acerca de la existencia de
proyecciones bilaterales para este musculo. Mientras unos defienden su existencia
(Pasaro y cols., 1981; Lobera y cols., 1981), otros no pueden determinar la presencia
de un marcaje contralateral (Berkowitz y col. 1999). En nuestras series experimentales
normalizadas no hay constancia de la existencia de un trazado bilateral. La descripcion
por parte de algunos de la existencia de estas proyecciones puede ser explicada por la
contaminacion accidental del trazador. En la rata, los musculos cricoaritenoideo
posterior de ambos lados se encuentran muy préximos. Ya que es preciso rotar la

laringe para realizar la inyeccion del trazador, si no se actla con extremo cuidado
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resulta muy sencillo que una pequefia cantidad de la sustancia empleada llegue al
musculo cricoaritenoideo lateral. Esto ocurre especialmente con la HRP, que debido a

su naturaleza resulta mas dificil de manipular que la toxina colérica.

POSICION DENTRO DEL NUCLEO AMBIGUO

En cuanto a la posicion de las motoneuronas del musculo cricoaritenoideo
posterior, en nuestro trabajo hemos determinado que la poblacion abarca desde
aproximadamente 0,9 mm hasta 2 mm, ambas medidas rostrales al 6bex. De acuerdo a
nuestros resultados se observa una concentracion del 50% de las neuronas en una
franja de 350 um vy, el resto de ella, mas dispersa rostral y caudalmente a esa posicion.
Nuevamente nuestros datos resultan similares cuando se comparan con los descritos
por Szentagothai (1943) y Hinrichsen y Ryan (1981), y diferentes a los descritos por

Gacek (1975) y Yoshida y colaboradores (1982).

Gacek (1975) identifica las motoneuronas que inervan el musculo cricoaritenoideo
posterior en el nucleo retrofacial y en la columna ventral del ambiguo caudal. Algunas
neuronas del nucleo retrofacial se situarian cerca de la formacion reticular, explicado
por su relacion con los movimientos durante la respiracion (Gacek, 1975). Sin
embargo, Yoshida y colaboradores (1982) describen una organizacion radicalmente
distinta, donde las motoneuronas del musculo cricoaritenoideo posterior estarian en
posicion mucho mas caudal sin apenas solapamiento con los somas de las neuronas

del musculo cricotiroideo.

En la rata, Bieger y Hopkins (1987) describen la situacion de las motoneuronas

laringeas que se organizan a lo largo de la formacidén laxa entre 1,5 mm caudalmente al
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Obex hasta el propio ébex. Esta organizacién resulta diferente a la observada por
nosotros donde el musculo tiroaritenoideo y sobre todo el musculo cricoaritenoideo
posterior se ubican rostralmente al dbex. Para Portillo y P4dsaro (1988) la distribucion
de las neuronas se extenderia rostralmente al dbex hasta el polo caudal del nicleo
motor del facial, solapando toda su poblacién con las motoneuronas del musculo
cricotiroideo y las del musculo tiroaritenoideo, cuyas motoneuronas se hayan
dispersas a lo largo de todo el nucleo ambiguo. En el trabajo de Berkowitz vy
colaboradores (1999) los resultados de los experimentos de trazado realizados en rata
divergen de los nuestros en que es mas amplia la distribucién de las neuronas para
este musculo. Sin embargo, en una segunda parte de su trabajo que emplea técnicas
electrofisiolégicas sus datos de localizaciéon de la subpoblacién de las neuronas que
inervan este musculo (de 0,9 a 1,8 mm) resultan mas que similares a los obtenidos por

nosotros (de 0,9 a 1,9 mm).

MORFOMETRIA

El tamafio medio de las neuronas trazadas en nuestros experimentos ha sido de 29
+ 5 um para el didmetro mayor y 20 + 3 um para el didametro menor. En los resultados
obtenido por Portillo y Pasaro (1988) el diametro de las neuronas trazadas, en un
intervalo de entre 15 y 25 um, es muy similar al nuestro, asi como en el trabajo de
Berkowitz y colaboradores (1999) que obtuvieron unas medidas entorno a los 33 um
de eje mayor y 22 um de eje menor. Sin embargo en el trabajo de Saxon y
colaboradores (1996) el tamano es de 41 pum por 30 um. En el trabajo de Hayakawa y
colaboradores (1999) clasifican la poblacion de motoneuronas para el cricoaritenoideo
posterior en dos tipos donde el tamafio es 46 um por 29 um para el primer tipo y 52
pm por 30 um. En este trabajo han trazado el musculo con toxina colérica conjugada a

HRP y ninguno de los tipos que ellos describen es superponible en tamafio a los
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resultados que hemos obtenido nosotros. Aunque no era el objetivo de su trabajo,
hubiera sido deseable que hubiesen determinado el numero y posicion de las
motoneuronas laringeas. No se puede descartar que algunas de las motoneuronas
identificadas mediante la inyeccion de trazador en el musculo cricoaritenoideo
posterior no correspondan en realidad con las motoneuronas del eséfago
contaminadas accidentalmente. Por otra parte, en los trabajos de ultraestructura y
sinaptologia de Hopkins y Saxon y colaboradores (Hopkins, 1995; Saxon y cols., 1996)
los resultados obtenidos no pueden ser utilizados para discriminar neuronas de la
formacion laxa (cricoaritenoideo posterior) de las hipotéticas neuronas de la formacién
compacta (esofagicas) del trabajo de Hayawaka (Hayawaka y cols., 1999) porque,
aunqgue si se han observado diferencias en la sinaptologia, los resultados de los
trabajos son tan divergentes que resulta inviable discriminar la naturaleza de los somas
de este modo. En el trabajo de Saxon y colaboradores (1996) también se
contabilizaron pequefias neuronas de 15 por 5 um que podrian ser interneuronas de

otros nucleos, neuronas auténomas preganglionares o gamma motoneuronas.

En nuestro trabajo se optd por aislar el esofago de la laringe, ya que en varias
intervenciones anteriores comprobamos que la toxina colérica podia ser captada por
las fibras musculares de este érgano. Como estd descrito en trabajos anteriores (Bieger
y Hopkins, 1987) el esdfago tiene representacion en el nucleo ambiguo, siendo sus
neuronas las rostrales de la formacién compacta. De este modo, un marcaje accidental
de las motoneuronas de este 6rgano obtiene como resultado subpoblaciones en
distintos lugares y con tamano distinto de neuronas de las marcadas por el musculo
cricoaritenoideo posterior. Si se observan los trabajos registrados en la literatura
cientifica se puede leer que el nimero de neuronas marcadas desde el musculo
cricoaritenoideo posterior es considerablemente mayor que el nuestro. Tras un analisis
reflexivo, considero que el diseno experimental de estos trabajos anteriores ha pasado

por alto la representacion de las fibras del eséfago y que, debido a una contaminacion
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accidental, han contabilizado estas motoneuronas como las responsables de la

inervacién del musculo cricoaritenoideo posterior.
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5.3.- MUSCULO TIROARITENOIDEO

ASPECTOS TECNICOS

Existen dos dificultades relacionadas con la inyeccion de toxina colérica en este
musculo. Una de ellas es que la rotura de algun vaso puede conducir a la difusion del
trazador contaminando otros musculos. La otra dificultad deriva de la propia técnica
de inyeccion, puesto que, si no se presta especial cuidado, se puede diseminar el
trazador hasta alcanzar el musculo cricoaritenoideo lateral accidentalmente. Este
hecho podria provocar la presencia de una subpoblacién de neuronas trazadas
supuestamente para el musculo tiroaritenoideo muy amplia y dispersa a lo largo del

nucleo ambiguo.

NUMERO DE NEURONAS

En nuestros experimentos, la inyeccién de este musculo ha arrojado un resultado
medio de 39 * 11 motoneuronas trazadas por musculo. En el gato fueron
contabilizadas entre 54 y 182 neuronas en el nlicleo ambiguo y desde ninguna a 44 en
el nucleo retrofacial, todas ellas en posicidn ipsilateral (Gacek, 1975). El trazado
realizado en la rata por Hinrichsen y Ryan (1981) arroja un resultado de 31 neuronas
pero en combinacion con el musculo cricoaritenoideo lateral. Por otra parte, el
numero de neuronas trazadas Unicamente desde el musculo tiroaritenoideo se
encontraba entre 28 y 76 (Portillo y Pasaro, 1988), resultado de nuevo similar al

descrito por nosotros (tabla 5.3.1).
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POSICION DENTRO DEL NUCLEO AMBIGUO

En nuestras series experimentales la localizacién de la subpoblacién neuronal para
el musculo tiroaritenoideo se encuentra entre 0,3 mm caudal al 6bex y 0,8 mm rostral
a él. El 50% de las neuronas trazadas se encuentra concentrado en una pequefia franja

de 350 um de longitud, rostral al obex, desde 19 um hasta 369 um.

En el gato, Gacek (1975) determina la distribucidon de las motoneuronas para este
musculo en el nucleo ambiguo con algunas de ellas en el nucleo retrofacial, mientras
que Yoshida y colaboradores (1982) describen la localizacion de las neuronas de este
musculo caudales a las trazadas para el musculo cricotiroideo, lo que resulta mas

concordante con nuestros datos.

Como hemos visto anteriormente, Bieger y Hopkins (1987) describen la situacidn de
las motoneuronas laringeas que se organizan a lo largo de la formacién laxa entre 1,5
mm caudalmente al ébex hasta el propio dbex. Esta organizacion resulta diferente a la
observada por nosotros donde el musculo tiroaritenoideo se ubica en su mayor parte,
rostralmente al dbex. Para Portillo y Pasaro (1988) las motoneuronas del musculo

tiroaritenoideo se hayan dispersas a lo largo de todo el nicleo ambiguo.

Para la rata, la distribucién de las motoneuronas de este musculo es diferente a la
obtenida de nuestros experimentos segun los diferentes autores consultados
(Hinrichsen y Ryan, 1981; Portillo y Pdsaro, 1981). De acuerdo a estos autores, el

musculo tiroaritenoideo se encuentra situado longitudinalmente, y de manera
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dispersa, a lo largo de una gran extension del nldcleo ambiguo desde 1,5 mm caudal al
Obex hasta 1,3 mm rostral a éste, solapando estas neuronas con las motoneuronas del
musculo cricoaritenoideo lateral, cricoaritenoideo posterior y cricotiroideo (Portillo y
Pasaro, 1988). Por lo tanto, para estos autores, el musculo no presenta un claro nucleo
de motoneuronas sino que presenta una amplia dispersidon de las mismas a lo largo de
la columna del NA, y hay que atribuir estos resultados, a diferencia de los nuestros a
dos hechos fundamentales, por un lado la cuidadosa diseccién quirudrgica, evitando en
todo momento la contaminacién de otros grupos musculares con el trazador, que
hemos realizado, como hemos explicado en el capitulo de Material y Métodos y por
otro a las propias caracteristicas del trazador que hemos usado, que hacen que en su

manipulacion podamos ser mas precisos y evitemos marcar otros musculos.

MORFOMETRIA

El tamafio de medio de las neuronas medido por Portillo y Pdsaro (1988) fue de 25 a
30 um de didmetro, muy similar al descrito por nosotros donde la media del didametro

mayor esde 33+ 6 umy el diametro menor de 22 + 3 um.
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5.4.- SOLAPAMIENTO DE LOS TERRITORIOS DE LAS POBLACIONES
NEURONALES

SOLAPAMIENTO DE LAS POBLACIONES NEURONALES DE LOS MUSCULOS

CRICOTIROIDEO Y CRICOARITENOIDEO POSTERIOR

El area de solapamiento de las motoneuronas de estos dos musculos en el nucleo
ambiguo estd sujeta en la literatura a diferentes interpretaciones. Mientras para un
gran numero de autores, con trabajos desarrollados en diferentes especies de
animales, estas dos subpoblaciones solapan en una amplia region rostrocaudal
(Szentagothai, 1943; Gacek, 1975; Schweizer y cols., 1981; Portillo y Pasaro, 1988;
Pascual-Font y cols., 2006ab), para otros autores el solapamiento se reduce a una
pequefia regién (Yoshida y cols., 1982). Por ultimo, para otros autores, estas dos
subpoblaciones no sdlo no solapan sino que estan separadas por un espacio entre

ambas (Bieger y Hopkins, 1987; Patrickson y col, 1991).

Nuestra interpretacion coincide con la descrita por Szentagothai (1943). Nuestros
datos provenientes de la inyeccion de trazador en los dos musculos confirman que la
region de solapamiento entre el nervio laringeo superior y nervio laringeo recurrente
es muy similar al solapamiento de los musculos cricotiroideo y cricoaritenoideo

posterior (Pascual-Font y cols., 2011).
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SOLAPAMIENTO DE LAS POBLACIONES NEURONALES DE LOS MUSCULOS

CRICOTIROIDEO Y TIROARITENOIDEO

Como resulta esperable por los resultados obtenidos, no es posible ver ninguna
region de solapamiento entre las subpoblaciones de estos dos musculos. Entre ambas
agrupaciones neuronales hay una distancia de 700 um en la que, en ningun caso,

hemos encontrado ninguna neurona trazada.

SOLAPAMIENTO DE LAS POBLACIONES NEURONALES DE LOS MUSCULOS

TIROARITENOIDEO Y CRICOARITENOIDEO POSTERIOR

En los experimentos realizados en perro de electroestimulacién y lesién de los
territorios del nucleo ambiguo que inervan estos dos musculos laringeos, se determind
gue existe una gran region donde solapan estas dos subpoblaciones de motoneuronas
(Szentagothai, 1943). Para Gacek (1975), sin embargo, en su trabajo realizado en gatos,
la poblacion neuronal para el musculo cricoaritenoideo posterior se encuentra en la
formacién dorsal del nidcleo ambiguo mientras que la correspondiente al musculo
tiroaritenoideo se localiza en la formacién ventral, compartiendo ambas poblaciones la
misma regién longitudinal pero sin entremezclarse los mismos por ocupar distintas
posiciones en el eje dorsoventral de la médula oblongada (Gacek, 1975).
Contrariamente, en un trabajo que utiliza el mismo modelo animal y la misma
metodologia, estos dos musculos comparten un amplio territorio de solapamiento

rostrocaudal (Yoshida y cols., 1982).

En el articulo de Hinrichsen y Ryan (1981) estas dos subpoblaciones solapan en un

amplio intervalo. En el trabajo de Bieger y Hopkins (1987) no se analizan por separado
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las poblaciones neuronales correspondientes a los musculos cuyos axones son
conducidos a través del nervio laringeo recurrente, estableciéndose que todos los
somas de las neuronas laringomotoras se localizan en la formacion laxa entre el ébex y

1,5 mm caudal al mismo.

Otros autores, en cambio, si han tratado de establecer la organizacidn territorial de
las neuronas de estos musculos en el nucleo ambiguo y han descrito una region de
solapamiento entre el musculo cricoaritenoideo posterior y tiroaritenoideo que puede

tratarse de una regién comun (Szentagothai, 1943).

De acuerdo a nuestras observaciones, la interpretacion de los datos difiere de la
ofrecida por la mayoria de los autores citados (Szentagothai, 1943; Gacek, 1975;
Hinrichsen y Ryan, 1981; Schweizer y cols., 1981; Portillo y Pasaro, 1988) porque la
region donde estas dos subpoblaciones coinciden es de apenas 70 um. También
nuestros resultados niegan la interpretaciéon de Gacek (1975), ya que no hemos

identificado las dos divisiones dorsal y ventral en las que clasifica el ndcleo ambiguo.

En nuestros experimentos de trazado de los tres musculos laringeos elegidos,
hemos establecido una distribucion somatotopica precisa de las neuronas de cada uno
de ellos. En trabajos anteriores, algunos autores trataron de determinar la distribucién
rostrocaudal pero ya sea por el modelo de estudio empleado, la metodologia utilizada,
o por tener un objetivo diferente al buscado por nuestro trabajo, la representacién
topografica no ha sido todo lo ajustada de lo que hubiese sido deseado (Hinrischen y
Ryan, 1981; Portillo y Pasaro, 1988; Pasaro y cols., 1981; Bieger y Hopkins, 1987). Esto
puede ser debido en parte a la naturaleza del trazador empleado. La toxina colérica

empleada por nosotros ha demostrado ser, comparativamente, un trazador mas
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sensible y fiable que la clasica HRP (Dederen y cols., 1994, Vercelli y cols., 2000). Es
razonable pensar que, en un futuro, se logren sintetizar trazadores aun mas fiables y
gue se elaboren protocolos que permitan determinar la somatotopia de cada musculo

de manera mucho mas exacta.

Por otra parte, el empleo de los nervios vestibulococleares como referencia para
elaborar un factor de compensacion en la determinacion de la posicidon exacta de cada
neurona, al minimizar las desviaciones que se puedan producir por la desviacion del
plano de seccién transversal, contribuye, sin ningin género de duda, a determinar mas
ajustadamente la posicién de las motoneuronas dentro del nidcleo ambiguo. De este
modo, podemos establecer fielmente la posicion de las neuronas motoras de los
musculos intrinsecos laringeos con una desviacion tipica de menos 200 um, lo que
supone una evolucion importante desde los primeros trabajos de Szentagothai (1943)

hasta hoy.

Respecto al analisis estadistico de los resultados, las diferencias entre las
distancias entre la ubicacién en el tronco cerebral de las tres poblaciones neuronales
correspondientes a cada uno de los musculos son inequivoca y estadisticamente
significativas. Este analisis se ha realizado mediante un andlisis de la varianza (ANOVA
por pasos) gracias a el paquete informatico STATISTICA 6.0 y esta significacién se

expresa desde el punto de vista estadistico como

* STEPWISE ANOVA F2,2436=698.52; P<0.0001.

Como podria ser que estas diferencias significativas fueran debidas a que Ia
distancia de alguna de ellas por separado enmascarase las distancias del resto, se hace

la comparacidn por pares y se han encontrado diferencias significativas al comparar las
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distancias de insercion de entre cada una de las poblaciones neuronales (todas las
P<0.05) (LSMEANS, estima = 1557.49 + 24.29, t =64.11; estima=1479.07 + 26.33;
estima= 227.82 + 29.72 respectivamente para los musculos cricotiroideo,

cricoaritenoideo posterior y tiroaritenoideo).

El significado funcional de la organizacion topografica del nicleo ambiguo sigue
siendo motivo de especulacion, pero es claro que el control de los ciclos de respiracion
de la laringe, el proceso de fonacidn y los reflejos laringeos requiere una coordinacién
central y periférica exquisita (Wyke y Kirchner, 1976; Sasaki, 2006; McHanwell, 2008).
Por lo tanto, este solapamiento rostrocaudal en la ordenacién neuronal podria reflejar
el sustrato anatdémico para esa coordinaciéon, como otros autores ya han sugerido
(Wetzel y cols. 1980; Hinrichsen y Ryan, 1981; Davis y Nail, 1984; Bieger y Hopkins,

1987; Patrickson y cols. 1991; Pascual-Font y cols. 2011)
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6.- CONCLUSIONES
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6.- CONCLUSIONES

El presente estudio pone de manifiesto las siguientes conclusiones:

1. Las motoneuronas de los musculos intrinsecos de la laringe presentan una

disposicion rostrocaudal en el nicleo ambiguo.

2. La disposicidon rostrocaudal de las motoneuronas de los tres musculos que hemos
estudiado es la siguiente: el musculo cricotiroideo es el mds rostral, seguido
caudalmente del musculo cricoaritenoideo posterior y por el musculo

tiroaritenoideo, situado en posicion mas caudal.

3. La localizacion de las motoneuronas de cada musculo estudiado presenta una
localizacion somatotdpica especifica en el nucleo ambiguo, puesto que las

agrupaciones de somas neurales conservan la posicion de un animal a otro.

4. El nidmero medio de somas neuronales que inerva cada uno de los musculos
estudiados es homogéneo de musculo a musculo, sin grandes variaciones y se

corresponde con entre 30 y 40 neuronas por musculo.

5. ElI 50% de las motoneuronas trazadas para cada musculo estudiado se agrupan en

un pequeiio territorio de unos 400 micrometros de longitud.

6. Se producen dareas de solapamiento entre las poblaciones de las motoneuronas del
musculo cricotiroideo y del musculo cricoaritenoideo posterior y del musculo
cricoaritenoideo posterior y tiroaritenoideo. No existe ninguna regién de
solapamiento entre el musculo cricotiroideo y el musculo tiroaritenoideo.

7. Las motoneuronas trazadas que inervan los tres musculos estudiados son de

morfologia multipolar, con un tamafio medio de unos 30 um en su eje mayor y 20

KM en su eje menor.
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