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RESUMEN

El objetivo de este trabajo consistia en desarrollar un modelo experimental que
nos permitiera cuantificar los efectos de la administracion intramuscular de dos sustancias
neurotéxicas, la toxina botulinica tipo A (TxBA) y la doxorrubicina (DXR), sobre las
motoneuronas del nicleo del VI par craneal. Como las lesiones neuronales pueden
inducir, entre otros, cambios importantes del fenotipo celular que dificultan la
identificacion de las neuronas, era preciso desarrollar previamente un método de marcaje
de la totalidad de la poblacion de motoneuronas con un marcador neuronal persistente.

En ratas hemos inyectado el marcador retrogrado fluorescente fluoro-gold (FG)
en el musculo recto lateral (RL) del ojo, para: i) Determinar la eficacia de este trazador
para marcar la poblacion de motoneuronas que conforman el nucleo del VI par craneal,
i) investigar la utilidad del FG como marcador persistente en estudios a largo plazo; iii)
estudiar el posible efecto neurotoxico del FG en esta poblacion neuronal; iv) determinar
si la administracion de TxBA tiene algun efecto en la supervivencia de las motoneuronas
del VI par craneal, y, v) cuantificar el efecto neurotoxico de la DXR sobre la
supervivencia de dichas motoneuronas.

Nuestros resultados documentan que: i) La inyeccion de FG en el musculo RL
produce, 7 dias después, un marcaje homogéneo del soma y dendritas proximales de las
motoneuronas del nticleo del VI par craneal. Mediante esta técnica hemos estimado que
el nimero medio de motoneuronas que conforman este nicleo es de 271, ii) el FG
comienza a desaparecer de los somas celulares 37 dias después de su aplicacion en el
musculo RL, sin inducir efectos neurotoxicos aparentes en la poblacion de motoneuronas
estudiada; iii) el FG puede ser utilizado para cuantificar la muerte neuronal inducida por
neurotoxinas; iv) la administracion de TxBA no afecta la supervivencia neuronal ni a
corto ni a largo plazo, y; v) la administracion intramuscular de DXR induce en las
motoneuronas del nicleo del VI par craneal muerte neuronal, que se observa a partir de
la primera semana y es dosis dependiente.

Hemos puesto a punto un modelo experimental que nos permitira en un futuro
cuantificar los efectos de posibles agentes neurotoxicos sobre la supervivencia de la
poblacion de motoneuronas del nicleo del VI par craneal. Ademas, podremos también
investigar los efectos de agentes neuroprotectores sobre los fendémenos de muerte

neuronal.
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HALLAZGOS ORIGINALES

Las siguientes son observaciones originales recogidas en nuestro estudio de la
supervivencia de las motoneuronas del nucleo del VI par craneal de la rata, tras la
administracion de las neurotoxinas, doxorrubicina y toxina botulinica tipo A, utilizando

técnicas de trazado neuronal retrogrado.

Contribuciones cientificas:

1) Nuestras investigaciones, constituyen el primer estudio cuantitativo y detallado de la
supervivencia de las motoneuronas del nticleo del VI par craneal de la rata, a los 30, 60 y 90
dias de la administracion de diversas dosis farmacologicas de toxina botulinica tipo A en el
musculo recto lateral.

* Documenta que en los periodos de tiempo estudiados y a las dosis farmacologicas
empleadas, la toxina botulinica tipo A no induce muerte neuronal en la poblacion de
motoneuronas del nicleo del VI par craneal.

* Sugiere que la utilizacion de la toxina botulinica tipo A en ratas jovenes no altera el

transporte axonal retrogrado ni induce dafio aparente en el soma neuronal.

2) Nuestras investigaciones, constituyen también, el primer estudio cuantitativo y
detallado de la muerte de las motoneuronas del nucleo del VI par craneal de la rata adulta, a
los 7, 14 y 21 dias de la administracion de distintas dosis de doxorrubicina en el musculo
recto lateral de ratas adultas.

* Documenta que la doxorrubicina es un potente neurotoxico, que administrado en el
musculo recto lateral induce la muerte de gran parte de la poblacion de motoneuronas
aferentes, en un periodo de tiempo situado entre la primera y la segunda semana tras la
inyeccion intramuscular.

* Sugiere que este efecto neurotoxico es dosis dependiente.

iii



Contribuciones técnicas:

1) En esta Tesis, hemos caracterizado las propiedades del trazador neuronal
fluorescente fluoro-gold como trazador neuronal persistente en el sistema oculomotor de la
rata.

* Aporta que el fluoro-gold es un trazador neuronal util para marcar la totalidad de las
motoneuronas del nicleo del VI par craneal cuando se administra en el musculo recto
lateral.

* Documenta que el fluoro-gold no es un trazador neuronal persistente, pues a los 37 dias
de su aplicacion, su fluorescencia comienza a disminuir en intensidad y desaparecer de los
somas neuronales.

* Documenta que el fluoro-gold no tiene efectos neurotoxicos a largo plazo sobre la

poblacion de motoneuronas del niicleo del VI par craneal.

2) Para los experimentos efectuados en esta Tesis, hemos desarrollado un nuevo
modelo experimental, que permite el estudio del efecto de neurotoxinas sobre una poblacion

de motoneuronas.
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RECUERDO ANATOMO-FUNCIONAL DEL NUCLEO DEL VI PAR
CRANEAL

1. Antecedentes histéri | estudio de | icl I |

Las neuronas de los nucleos oculomotores se localizan en el tronco del
encéfalo e inervan a los musculos extrinsecos del ojo, que son los responsables de la
motilidad del globo ocular. Los movimientos oculares tienen como misién conducir
los estimulos visuales del campo periférico de vision (retina periférica) al campo
visual central (fovea) y mantener la fijacion foveal del objeto en movimiento. Esta
captacién y afianzamiento de las imagenes por la févea y su estabilizacion en ella
durante los movimientos de la cabeza constituyen las funciones basicas de la
motilidad ocular ( Dell’Osso y Daroff, 1993).

Los nucleos oculomotores estin inmersos en un complejo sistema de
conexiones nerviosas en el tronco del encéfalo. Debido a que en esta estructura
coexisten con otros nucleos neuronales, células no neuronales e importantes
fasciculos nerviosos, y a que los limites de algunos grupos neuronales no estan bien
definidos, ha sido dificil su identificacién.

Para estudiar la localizacion y la organizacion de las motoneuronas que
inervan los musculos extraoculares se han empleado métodos clinicos,
neuroanatémicos y electrofisiologicos (Hensen y Volckers, 1878; Edinger, 1885;
Bernheimer, 1897; Bach, 1899; Von Monakov, 1905; Brouwer, 1918), pero siempre
con relativa falta de éxito hasta Warwick (1951, 1953) que investigd los nicleos
6culomotores del mono usando técnicas de degeneracion neuronal retrograda. En su
estudio de 1953, Warwick hace una completa revision de los trabajos de autores
anteriores, poniendo de manifiesto que las técnicas que empleaban eran inadecuadas.

Tarlov y Tarlov (1971) documentaron, usando también técnicas de degeneracion
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retrograda, que los niicleos oculomotores del gato tenian una organizacién diferente
a la del mono, confirmando la existencia de diferencias entre diversas especies,
hecho que habia contribuido a la controversia en investigaciones previas.

Mas recientemente, el transporte retrogrado de peroxidasa de rabano (HRP)
fué¢ usado por Gacek (1974) para estudiar las motoneuronas de los nucleos
oculomotores del gato recién nacido y por Akagi (1978), para estudiar las del gato
adulto y las del conejo. En 1980, Glicksman us6 el transporte retrogrado con HRP y
aglutinina de germen de trigo marcada con yodo radiactivo (I'*) para localizar las
motoneuronas que inervan los misculos extraoculares de la rata, describiendo una
distribucién en la rata que recordaba a la del conejo. Labandeira-Garcia (1980)
encontrd una semejanza mucho menos pronunciada de la que encuentra Glicksman
(1980), entre la rata y el conejo, utilizando también HRP. En 1983,
Labandeira-Garcia y cols. repitieron sus investigaciones en ratas, utilizando ademas
de la peroxidasa, trazadores retrogrados fluorescentes (bisbenzimida, ioduro de
propidio y DAPI-primulina) inyectados en uno o mas misculos (Kuypers y cols.,
1977; Kuypers y cols., 1979; Bentivoglio y cols., 1979; Bentivoglio y cols., 1980a,b;
Olmos y Heimer, 1980), confirmando sus primeros resultados. Cabrera y cols.
(1988) han estudiado también la organizacion de las motoneuronas € interneuronas
del niicleo del VI par craneal de la rata utilizando técnicas de transporte retrégrado
como la HRP (Kristensson y Olsson, 1971; Kristensson y cols., 1971), el azul
verdadero (Kuypers y cols.,1980) y el fluoro-gold (FG, Schmued y Fallon, 1986),
obteniendo una idea mas clara de la posicion relativa de las dos distintas poblaciones

del mismo nucleo.
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2.1 lizacién d | | icl I | je | |

Aunque la localizacién precisa de las motoneuronas de los nucleos
oculomotores en el tronco del encéfalo difiere segin las especies, existen algunas
similitudes manifiestas que serian el resultado de una comiin secuencia ontogenética
en el desarrollo de estas motoneuronas y los musculos extraoculares. Asi, las
motoneuronas del masculo recto inferior (RI) ocupan la porcion rostral del nicleo
del motor ocular comiin, situdndose las motoneuronas del musculo recto superior
(RS) en la zona caudal de dicho niicleo. Las motoneuronas de los musculos recto
medial (RM) y oblicuo inferior (OI) se solapan en su distribucion, extendiéndose
entre las poblaciones de los miisculos RI y del RS. Esta organizacion general parece
ser una consecuencia de patrones similares de diferenciacion durante el desarrollo
(Evinger, 1988), que siguen una secuencia caudo-rostral en la diferenciacion tanto de
los musculos como de las motoneuronas de los nucleos oculomotores. El misculo
recto lateral o recto externo (RL o RE) y, en las especies que existe, el miisculo
retractor bulbi (RB) se diferencian primero, seguidos por el desarrollo del musculo
oblicuo superior (OS), después se origina el RS, seguido por el OI, RM y RI
respectivamente, por ultimo en el estadio final el misculo elevador del parpado (EP)
se separa del musculo RS (Leser, 1925; Adelman, 1927; Gilbert, 1947). Como los
musculos, las motoneuronas extraoculares que los inervan siguen un desarrollo
caudo-craneal, diferenciandose primero las del nucleo del VI par craneal o motor
ocular externo, seguidas por las del niicleo del IV par craneal o nucleo troclear y en
altimo lugar las motoneuronas del niicleo del III par craneal o motor ocular comun

(Shaw y Alley, 1981), (Fig. 1).
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Fig. 1. Esquema que representa la localizacion de los nucleos oculomotores en
el troncoencéfalo de la rata, en el plano sagital. (IIL, nucleo del III par craneal;
IV, nucleo del IV par craneal; VI, nucleo del VI par craneal; G, rodilla del
facial; FLM, fasciculo longitudinal medial y IV, cuarto ventriculo).

2.1. Nucleo del III par craneal o motor ocular comiin

La localizacién de motoneuronas en el niicleo del motor ocular comun de la
rata ha sido determinada por Glicksman (1980), Oda (1981) y Labandeira-Garcia y
cols. (1983). Estas motoneuronas se sitian en el mesencéfalo (Fig. 1) e inervan los
musculos RI, RM y OI ipsilaterales y los misculos RS y EP contralaterales. La
distribucién rostro-caudal de estas poblaciones de motoneuronas en todas las
especies, sigue la secuencia RI, RM, OI, RS, EP. En la rata el subgrupo de

motoneuronas que inervan el musculo RI, se extiende ventro-medialmente en los dos
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tercios rostrales del niicleo. Las motoneuronas que inervan al muasculo Ol ocupan
una region caudal y dorsal a la mayoria de las motoneuronas del masculo RM. Las
motoneuronas de los misculos RS y EP asumen una localizacion caudal y lateral en
el nicleo (Glicksman, 1980; Oda, 1981; Goémez-Segade y Labandeira-Garcia, 1983;
Labandeira-Garcia y cols., 1983; Evinger y cols., 1987). Las motoneuronas que se
localizan en el fasciculo longitudinal medial (FLM) inervan principalmente al
musculo RM ipsilateral (Evinger, 19838).

Cuando se compara la organizacién general del micleo del motor ocular
comtn en diferentes mamiferos, se observa en la rata (Labandeira-Garcia y cols.,
1983) la ausencia de una clara division del nicleo en distintos subgrupos de
neuronas, que si es observada en el mono, gato y conejo (Warwick, 1953; Tarlov y
Tarlov, 1971; Gacek, 1974; Akagi, 1978). Saban (1968) ha postulado que la razén de
la incompleta organizacion del nucleo del III par craneal de la rata en comparacion
con los mamiferos antes mencionados, quizas se encuentre en la inferior motilidad y
desarrollo de su musculatura extraocular, limitados por la gran cérnea de la rata que

ocupa casi la mitad del globo ocular.

2.2. Niicleo del IV par craneal o niicleo troclear

El nacleo troclear ocupa una region inmediatamente caudal y ligeramente
lateral al niicleo del motor ocular comun (Fig. 1). En la rata (Labandeira-Garcia y
cols., 1983) la porcion rostral de este nicleo se mezcla con las motoneuronas
caudales del ntcleo del III par craneal. En todos los vertebrados estudiados hasta
ahora, aproximadamente el 96-98% de las motoneuronas del nucleo troclear inervan
al musculo OS contralateral, proyectando el resto de motoneuronas al muasculo OS

ipsilateral (Shaw y cols., 1983; Murphy y cols. 1984, 1986; Evinger y cols., 1987).
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2.3. Nicleo del VI par craneal o motor ocular externo

El niicleo del VI par craneal se sitaa en la protuberancia dorsal (Fig. 1), cerca
de la linea media y del suelo del IV ventriculo, entre la rodilla del nervio facial y el
fasciculo longitudinal medial (FLM). Los axones de las motoneuronas de este
nicleo, que constituyen el nervio motor ocular externo, se dirigen en direccion
ventral, lateral y caudal, para atravesar la parte caudal de la protuberancia y emerger
por el surco bulboprotuberancial, a continuacion y tras un largo trayecto

intracraneal, llegan a la 6rbita, penetrando en la cara medial del musculo RL.

2.4. Nicleo accesorio del VI par craneal

Las motoneuronas del nucleo accesorio inervan el musculo retractor bulbi
ipsilateral de la rata (Labandeira-Garcia y Gomez-Segade, 1983). La contraccion de
este musculo retrae el globo ocular hacia adentro de la orbita (Labandeira-Garcia y
cols., 1987). Labandeira-Garcia y Goémez-Segade (1983) documentaron que este
nticleo, en la rata, estd constituido por 30-40 motoneuronas que se sitian en la
protuberancia ventral, justo sobre la oliva superior y cerca del nucleo espinal del
nervio trigémino, y cuyos axones se dirigen dorsalmente y medialmente hacia el
nucleo del VI par craneal ipsilateral, para unirse a los axones de las motoneuronas de

este ultimo nucleo en el VI par.

3..Organizacion del nucleo del VI par craneal o motor ocular externo

3.1. Tipos celulares que lo constituyen
Recientes investigaciones (Steiger y Biittner-Ennever, 1978,1979; Glicksman,

1980; Delgado-Garcia y cols., 1986a, Langer y cols., 1986) han documentado que el
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nicleo del VI par craneal de varias especies de mamiferos contiene dos tipos
neuronales bien caracterizados: las motoneuronas que inervan el musculo RL
ipsilateral y las neuronas internucleares o interneuronas, cuyos axones proyectan,
tras cruzar la linea media y via el FLM contralateral, al nicleo del III par craneal
contralateral, especificamente al 4rea donde se localizan las motoneuronas del
musculo RM (Highstein y Baker, 1978; Glicksman, 1980; Biitnner-Ennever y Akert,
1981), jugando un papel esencial en la coordinacion de los musculos RL y RM
durante los movimientos horizontales conjugados del ojo (Higstein y Baker, 1978;
McCrea y cols., 1986; de la Cruz y cols., 1989). El papel principal de las
interneuronas en animales con visién frontal se cree que es coordinar los miisculos
RLy RM de cada ojo para la visién binocular (Delgado-Garcia y cols., 1986a,b),
pero otro posible papel de las vias internucleares seria proveer a las motoneuronas de
las sefiales necesarias durante los reflejos vestibulo-ocular y optocinético (Fite y
cols., 1979; Dieringer y cols., 1983). |

La localizacién exacta de estas interneuronas es especifica de cada especie:
En el mono, el gato y el conejo se distribuyen entre las motoneuronas del VI par
craneal. En la rata estan espacialmente separadas de las motoneuronas, situandose en
la parte ventrolateral del niicleo, mientras que la distribucion de las motoneuronas en
dicho nucleo, se limita al area dorsal proxima al IV ventriculo y a un area mas
ventral cerca de la linea media (Glicksman, 1980; Cabrera y cols., 1988) (Fig. 2). El
hecho de que motoneuronas e interneuronas esten entremezcladas en mamiferos con
alto desarrollo de la visién binocular frontal y de la mirada conjugada, y claramente
separadas en otros con los ojos situados lateralmente y poca vision binocular como
la rata (Labandeira-Garcia y cols., 1989), sugiere que los animales con vision frontal
requieren una mayor proximidad entre los dos tipos de neuronas para facilitar la
organizacion de aferencias comunes (Baker y cols, 1980; Delgado-Garcia y cols.,

1986b; McCrea y cols., 1986; Cabrera y cols., 1988).
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En todas las especies investigadas, la mayoria de las motoneuronas inervan el
musculo RL ipsilateral. Aunque la mayor parte de las interneuronas proyectan via el
FLM contralateral a las motoneuronas del miisculo RM contralateral, en ratas,
monos y gatos se ha documentado que un pequeiio grupo de interneuronas proyectan
bilateralmente al floculo del cerebelo (Blanks y cols., 1983; Graybiel, 1977, Langer
y cols., 1985).

A- MOTONEURONAS B- INTERNEURONAS

ROSTRAL ROSTRAL

e
%%@ EogeS

CAUDAL CAUDAL

Fig. 2. Esquema que representa la localizacion de las motoneuronas e
interneuronas en el nucleo del VI par de la rata (segin Glicksman, 1980). VI,
nacleo del VI par craneal; G, rodilla del facial, IV, cuarto ventriculo.
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3.2. Cuantificacion, morfologia y tamaiio de las motoneuronas

Labandeira-Garcia y cols. (1983) han contabilizado el numero de neuronas,
tefiidas con violeta de cresilo, que aparecen en las secciones del troncoencéfalo y
que corresponden por su localizacién al nicleo del VI par craneal de ratas adultas,
documentando que este nacleo contiene 400+20 (Media+DS) neuronas. Sin
embargo, el nimero de neuronas marcadas cuando estos autores inyectan un trazador
neuronal (HRP, DAPI-primulina o bisbenzimida) en el musculo RL, es de 275+20,
por lo que deducen que un 25-35% de neuronas de este niicleo no se marcan y son,
presumiblemente, interneuronas. Estos autores ademas, distinguieron por su
localizacién y tamaiio tres grupos de motoneuronas: i) un grupo dorsal situado en los
dos tercios rostrales del nucleo; ii) un grupo mas ventral en los dos tercios caudales
y iii) un grupo que comprende del 4-10% de las motoneuronas marcadas, localizadas
entre las fibras del FLM a nivel de los dos tercios rostrales del nucleo. Estas ultimas
motoneuronas tenian un tamaifio notablemente inferior a las de los otros dos grupos
(Labandeira-Garcia y cols., 1983).

Cabrera y cols. (1988) utilizando como trazadores neuronales la HRP y los
fluorocromos azul verdadero y FG encontraron también que las interneuronas del
niicleo del VI par en la rata solo constituyen un 30% de la poblaciéon neuronal de
dicho nucleo y contabilizaron 106+81 (Media+DS) interneuronas (rango de 24-252)
frente a 243+73 (rango de 152-332) motoneuronas. Estos autores también estimaron
que el tamafio de las motoneuronas era ligeramente superior al de las interneuronas,
aunque ambas poblaciones contenian tanto neuronas fusiformes pequefias como
neuronas piramidales, con multiples dendritas. Asi mismo observaron que las
neuronas mas grandes eran multipolares y predominantemente motoneuronas,
mientras que las mas pequefias eran fusiformes y predominantemente neuronas

internucleares. Cabrera y cols. (1988) observaron ademas que el didmetro medio del
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soma de las motoneuronas de la rata era de 26+6 micras (Media+DS, rango de
15-35), mientras que el de las interneuronas era de 18+5 micras (rango de 10-25). En
un estudio previo Labandeira-Garcia y cols. (1983) habian indicado que el diametro

medio de estas motoneuronas es de 21,4 micras.

4, Aferesias i nfiglemsdelal I

Las motoneuronas de los nucleos motores extraoculares constituyen el lugar
final de convergencia de sefiales premotoras relacionadas con el control de los
movimientos del ojo. Las aferencias premotoras hacia el nicleo del VI par, nicleo
troclear y nucleo del motor ocular comun incluyen conexiones sinapticas tanto
excitatorias como inhibitorias, que se originan principalmente en las neuronas
vestibulares (Highstein, 1973; Biittner-Ennever, 1981; Uchino y Hirai, 1984;
Escudero y Delgado-Garcia, 1988), reticulares ( Nakao y Shiraishi, 1983, 1985;
Weiss y Disterhoft, 1985; Langer y cols., 1986; Escudero y Delgado-Garcia, 1988),
del nticleo prehipogloso (Gacek, 1977, Graybiel, 1977, McCrea y cols., 1979;
McCrea y Baker, 1985), del nucleo intersticial de Cajal (Biittner-Ennever, 1977;
Graybiel, 1977; Nakao y Shiraishi, 1983, 1985) y del coliculo superior (A. Grantyn
y cols., 1980, 1987; R. Grantyn y cols., 1980). Esta diversidad de conexiones
aferentes premotoras sugieren que el sistema oculomotor no puede ser considerado
como simples columnas de neuronas, sino que debe ser reconocido como una

compleja red de vias interaccionando a muchos niveles (Evinger, 1988).
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De la Cruz y cols. (1991) estudiaron desde el punto de vista histologico y

electrofisioldgico el comportamiento de las motoneuronas del niicleo del VI par
craneal del gato adulto, tras la inyeccién en el masculo RL de ricina, una lectina
extremadamente citotoxica. Estos autores observaron cuando examinaron al
microscopio las secciones histologicas, tefiidas con violeta de cresilo, del
troncoencéfalo, una sustancial disminucion del nimero de motoneuronas del nicleo
del VI par craneal ipsilateral al musculo RL inyectado, y que 10 dias tras la
administracion del toxico habia una supervivencia de solamente el 10-15% de
motoneuronas respecto al niicleo control contralateral. Estos autores han postulado
que este pequefio porcentaje de neuronas supervivientes podrian ser las que
proyectan exclusivamente al musculo retractor bulbi, y que podrian corresponder al
10% de motoneuronas descritas en el nucleo del VI par craneal del gato que

producen una sefial de retraccion ocular (Delgado-Garcia y cols., 1990).

6. Caracteristicas de los misculos extraoculares

El control motor de los movimientos oculares precisa la capacidad de mover
los ojos rapida o lentamente y de poder también mantenerlos en una posicion
relativamente estacionaria. Los miisculos extraoculares son los responsables de la
motilidad del globo ocular y aunque pertenecen a la musculatura estriada, presentan
caracteristicas especiales, ya que estan constituidos por dos tipos de fibras

musculares: lentas y rapidas.
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Hess, en 1961, utilizando el microscopio electrénico, demostré por vez
primera la existencia de dos tipos morfolégicos de fibras en los musculos
oculomotores, las fibras musculares con inervacion multiple y las focalmente
inervadas. En 1963, Hess y Pilar observaron una correlacién entre estos hallazgos
anatomicos y dos tipos fisiologicos de actividad contractil de la musculatura
extraocular: lenta o ténica y rapida o de contraccion. Miller (1967) por métodos
histoquimicos, demostré que la capa orbitaria o superficial de la musculatura
extraocular contenia dos tipos de fibras pequefias o cortas, y que esta capa
superficial se correspondia con el misculo rojo clasico, con alto contenido en
mitocondrias, las cuales por tener enzimas oxidativas, capacitan a la fibra para un
trabajo mas prolongado. La porcion central del musculo extraocular o capa del globo
estaba constituida por fibras largas y correspondia al misculo blanco, pobre en
mitocondrias y rico en enzimas glicoliticas, disponiéndose de esta manera para un
trabajo mas rapido y breve.

Peachey, en 1971, subdividié las fibras musculares extraoculares en cinco
grupos, asi, la capa orbitaria estaria constituida por dos tipos de fibras de pequefio
diametro, una de ellas con inervacion miltiple y la otra con inervacion focal. La
capa del globo estaria a su vez constituida por tres tipos de fibras, todas de mayor
tamario que las fibras de la capa orbitaria, dos de ellas con inervacién individual y
una de ellas con inervaciéon miltiple.

Las fibras rapidas de la musculatura extraocular son similares a las fibras
rapidas del misculo esquelético. Una fibra rdpida es inervada por una gran
motoneurona, que puede tener varias placas terminales, y la fibra conduce
potenciales de acciéon propagados. La unién neuromuscular estd formada por una
placa motora terminal tipica. Por el contrario, las fibras lentas no se encuentran en la
musculatura esquelética de los mamiferos, pero si aparecen en los musculos del oido

medio. Estan inervadas por motoneuronas de pequefio diametro cuyas terminaciones
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se encuentran en la proximidad del sarcolema, pero sin el desarrollo de un refinado

aparato postsinaptico (Adler, 1994).
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MARCADORES NEURONALES RETROGRADOS: FLUORO-GOLD

1. A esites Tlatdiiogs del fluoregald

Desde la introduccién de la técnica de marcaje axonal retrégrado con
peroxidasa de rabano (HRP) por Kristensson y Olsson (1971), se han desarrollado
otros marcadores neuronales alternativos que han permitido estudiar las conexiones
neuronales. Muchos de estos nuevos trazadores son sustancias organicas
fluorescentes y han sido identificados por varios autores, entre ellos por Van der
Kooy y cols. (1978), Kuypers y cols. (1979,1980), Bentivoglio y cols. (1980a,b) y
Keizer y cols. (1983).

A pesar de la superior sensibilidad de estos nuevos marcadores fluorescentes,
éstos presentan limitaciones tales como la rapida desaparicion de su fluorescencia, la
captacion por fibras nerviosas contiguas a las marcadas, limitada definicion celular y
difusion del trazador desde las neuronas marcadas al espacio extracelular y a otras
células (Schmued y Fallon, 1986). Algunos de estos inconvenientes parecian
solventados, cuando Schmued y Swanson (1982) documentaron que el fluorocromo
4cido 4-acetamido-4 -isotiocianoestilbeno-2,2 -disulfénico (SITS) podria ser usado
como trazador neuronal retrogrado sin ser captado por las fibras de paso,
persistiendo su marcaje en el tiempo y no difundiendo desde las células durante
largos intervalos de tiempo, siendo su uso también compatible con la realizacion de
otras técnicas neurohistoquimicas. Sin embargo, este marcador presentaba un
importante inconveniente por la variabilidad y heterogeneidad de los preparados
comerciales (Payne y cols., 1983; Schmued y Fallon, 1986).

Posteriormente se descubrié que otros derivados estilbenos, el stilbene-gold
(Schmued y Fallon, 1985) y el fluoro-gold (FG), podian ser transportados

retrogradamente por los axones. El FG mostraba mayor intensidad de emision
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(fluorescencia) que el stilbene-gold, asi mismo exhibia muchas ventajas no vistas en
la mayoria de los trazadores retrogrados existentes, siendo su preparado comercial

puro y consistente (Schmued y Fallon, 1986).

2. Caracteristicas del marcaje retrégrado con fluoro-gold

El marcaje retrogrado con FG, derivado estilbeno utilizado por primera vez
por Schmued y Fallon en 1986, se caracteriza por la presencia de granulos color oro,
a pH neutro y basico, intensamente fluorescentes dentro del citoplasma neuronal y
las prolongaciones del mismo. Aunque secundariamente las membranas plasmaticas
y el nucléolo también secuestran algo de marcador, el niicleo no se tifie. Asi mismo,
no se ha documentado que difunda desde las neuronas marcadas a otras adyacentes,
ni tampoco a células gliales, en los tiempos de supervivencia usados.

Schmued y Fallon (1986) documentaron que la inyeccion de altas
concentraciones de FG (5%-10%) disuelto en suero salino fisiolégico o agua
destilada, o de grandes volumenes del mismo (0,2-0,5 microlitros), en varias zonas
del sistema nervioso central, tales como el niicleo estriado, cortex sensorio-motor y
el nicleo supraquiasmatico, se traducia en un masivo e intenso marcaje retrégrado
de la sustancia negra, nucleo ventral del tilamo y niicleo geniculado ventro-lateral
respectivamente, pero también podria producir necrosis en el lugar de inyeccion.
Concentraciones del 2-3% permitirian un buen marcaje con inapreciable lesion en el
lugar de inyeccién, donde aparece tipicamente una pequefia zona de necrosis
adyacente al trayecto de la aguja, rodeada de un 4rea bien circunscrita en la que
todos los componentes tisulares exhiben una fluorescencia brillante.

Aunque el FG no parece salir de las células marcadas a pesar de largos
periodos de supervivencia, variando estos tiempos se pueden obtener interesantes

diferencias en cuanto a la gradacion del relleno de axones y dendritas. Asi, tiempos
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de supervivencia cortos, de 1-2 dias, muestran tipicamente vesiculas en el citoplasma
y el ax6n, y periodos de supervivencia mas largos, de 4 dias a 4 semanas, muestran
acimulo de granulos en el soma y extenso relleno de dendritas, desapareciendo de
los axones. Los procesos dendriticos presentan a menudo una extension de cientos
de micras.

Este trazador no es captado por fibras indemnes de paso y por consiguiente,
éstas no lo transportan retrogradamente, mientras que axones cortados o dafiados si
lo captan y lo transportan. Asi, Schmued y Fallon (1986) han descrito un buen
marcaje de motoneuronas a nivel del asta ventral de la médula espinal lumbar, en
ratas albinas, tras empapar el nervio ciatico cortado con una solucién de FG durante
2 horas y tras un periodo de supervivencia de los animales de 4 dias. Sin embargo,
no observaron marcaje de estas neuronas si dejaban el nervio ciatico intacto, a pesar
de ponerlo en contacto con dicha solucion durante 2 horas. Segin estos autores, los
tractos de fibras mielinicas (tales como la comisura anterior o fasciculos del
caudado-putamen) préximos al lugar de la inyeccion del FG en el sistema nervioso
central (SNC) no parecen tampoco secuestrar al trazador.

La captacion del FG por los terminales axonales parece que se produce por
un proceso de endocitosis vesicular, ya que ciertas propiedades fisicas del trazador,
como la carga, el cociente hidrosolubilidad/liposolubilidad, la polaridad, el tamaiio
etc., impedirian su difusién pasiva a través de la membrana plasmatica (Schmued y
Fallon, 1986, Snyder-Keller, 1988). Estas vesiculas pinociticas de intensa
fluorescencia dorada son retrogradamente transportadas por el axén al cuerpo
celular, donde se acumulan y sufren una pequefia degradacion, pudiendo ser
transportadas activamente a lo largo de las dendritas, produciendo un extenso
relleno de las mismas.

Schmued y Fallon (1986) documentaron que el FG, al igual que la HRP y

otros trazadores fluorescentes, puede tener un transporte bidireccional, ya que
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observaron que su inyeccién en el nucleo estriado de la rata albina producia el
marcaje de la parte reticular de la sustancia negra (transporte retrogrado), mientras
que su inyeccion en el cortex motor producia el marcaje axonal del tracto piramidal
y del cértex contralateral (transporte anterégrado), lo que indicaria su transporte
bidireccional. Merchenthaler (1991) observé que no se producia transporte
trans-sinaptico del FG.

El FG no atraviesa la barrera hematoencefilica, y cuando es inyectado
directamente en el ventriculo lateral a altas concentraciones, puede producir un halo
de débil fluorescencia en areas circunventriculares. Este marcaje difuso, corresponde
principalmente a un marcaje astrocitico y ependimal, y es facilmente distinguible del
marcaje retrégrado neuronal. Asi mismo, no hay evidencia de posterior transporte
retrogrado del trazador desde estas regiones marcadas alrededor del ventriculo a
otras areas (Schmued y Fallon, 1986).

Merchenthaler (1991) documenté que tras la administracion intraperitoneal e
intravenosa de FG en ratas y ratones se marcaban todas aquellas neuronas del SNC,
cuyos axones no estan protegidos por la barrera hematoencefalica, estando sus
terminales axonales en contacto con capilares fenestrados. Asi, observo, que todos
los ganglios raquideos dorsales, los ganglios sensoriales de ciertos nervios craneales,
y todas las motoneuronas del cerebro y de la médula espinal se marcaban con FG, ya
que el marcador aunque no puede cruzar la barrera hematoencefalica, difunde
libremente a través de los tejidos periféricos y es captado por los terminales axonales

de los 6rganos sensoriales y las placas motoras terminales.

3. Persistencia_del fluoro-gold

Schmued y Fallon (1986) observaron que tras inyectar FG en varios lugares

del cerebro de ratas albinas, no se producia pérdida detectable del marcaje neuronal
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obtenido, siendo el mayor tiempo de supervivencia estudiado de los animales tras la
administracién del trazador de 60 dias. Este dato fué corroborado posteriormente por
Snyder-Keller (1988), quien document la visualizacién en ratas adultas de neuronas
del estriado marcadas con FG en el periodo postnatal (P2-P28). La supervivencia
maxima de éstos animales fué de 50 dias tras la inyeccion. Del Cerro y cols. (1990),
tras la inyeccién intravitrea de FG en ratas y ratones, tampoco observaron en el
tiempo que durd su estudio (37 dias), pérdida de marcaje en las células ganglionares,
los fotorreceptores, o en las neuronas de la capa nuclear interna de la retina. Divac y
Mogensen (1990) sugirieron que la apariencia y el numero de neuronas marcadas
parece no afectarse por el tiempo de supervivencia, después de un afio de la
administracion de FG en el hemisferio izquierdo de ratas Wistar. Tras tres meses de
la inyeccion de FG intraperitoneal e intravenosa, no se detectaron tampoco cambios
en la fluorescencia de las neuronas marcadas (Merchenthaler, 1991).

Este trazador permitiria por lo tanto, realizar estudios con amplio margen de
tiempo de supervivencia, ya que no desaparece de las células marcadas ( Schmued y
Fallon, 1986; Snyder-Keller, 1988; del Cerro y cols., 1990; Divac y Mogensen,
1990; Merchenthaler, 1991), siendo a la vez compatible con otras técnicas como la
autorradiografia, histoquimica enzimatica, inmunohistoquimica, fijacion con plastico
o parafina y otros marcadores retrogrados fluorescentes como los descritos por Van
der Kooy y cols. (1978) y Kuypers y cols. (1980). También se ha revelado como un
trazador neuronal util para estudios con microscopia electronica, ya que en las
neuronas marcadas aparecen cambios morfologicos que pueden ser observados con
esta técnica (Schmued y cols., 1989).

El FG también presenta ventajas a la hora de fotografiar las neuronas
marcadas, ya que requiere menor tiempo de exposicion que otros marcadores. Sin
embargo, prolongadas exposiciones del tejido marcado a la luz ultravioleta causa una

pequefia disminucién de la intensidad de la fluorescencia (Schmued y Fallon, 1986).
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4. Posibles of gt dol fivanmadld

En estudios realizados con microscopia electronica, Schmued y cols. (1989)
documentaron, tras la administraciéon de FG en el estriado y en la médula espinal
toracica de ratas albinas, que las neuronas retrogradamente marcadas en las regiones
cerebrales que proyectan a las areas inyectadas, contenian en su citoplasma y
dendritas, numerosas organelas electronodensas parecidas a los lisosomas, que no se
encuentran habitualmente en las neuronas normales. También observaron que no
alteraban el patréon normal de organelas en las células marcadas, ya que el aparato de
Golgi y los cuerpos de Nissl aparecian normales. Estas estructuras parecidas a los
lisosomas, incluian cuerpos lamelares, lisosomas heterogéneos o lipofuscin-like y
lisosomas de grueso granulado, sin embargo, la cantidad y variedad de estas
estructuras era distinta segiin la region cerebral a la que pertenecieran las neuronas
que contenian el marcador, por lo que concluyeron, que el FG no produce cambios
ultraestucturales uniformes en todos los tipos celulares que lo incorporan,
relacionando este hecho con el diferente metabolismo de cada tipo de neurona. Del
Cerro y cols. (1990) observaron también todas esas estructuras parecidas a los
lisosomas en las células ganglionares y en las neuronas de la capa nuclear interna de
la retina tras la inyeccién intravitrea de FG, pero en los fotorreceptores sdlo
aparecian cuerpos lamelares, lo que ratifica que la aparicion de estas organelas
podria estar limitada por las caracteristicas fisiologicas inherentes a cada tipo celular
expuesto al FG. No se sabe todavia, si algiin tipo de estos lisosomas observados seria
debido directamente al FG o mas bien seria una reaccion fisiologica sobre
membranas por el trazador, pero este fenomeno no se puede explicar por el simple
dafio por la inyeccion, ya que la inyeccion de HRP (Broadwell y Brightman, 1979)
no induce la aparicién de estos lisosomas. Varias interpretaciones podrian explicar

estos cambios, sin embargo, no se puede excluir la posibilidad de que el FG pueda
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inducir un tipo de dafio mas especifico (del Cerro y cols., 1990). Se ha documentado
que muchas condiciones patoldgicas o experimentales, tales como la enfermedad de
Tay-Sachs o la inyeccion de cloroquina en el ventriculo lateral, entre otras, pueden
inducir la formacién de similares reacciones lisosomales (del Cerro y Snider, 1967,
Schmued y cols., 1989), ademas, células nerviosas normales (células ganglionares de
las retinas controles) que no habian sido expuestas al FG, a veces, presentaban estos
cambios ultraestructurales asociados con la incorporacion del marcador (del Cerro y
cols., 1990).

El FG produce un claro, duradero e intenso marcaje sin que se haya podido
demostrar efecto toxico alguno sobre las neuronas marcadas (del Cerro y cols,,
1990). Sus multiples propiedades asi como sus més recientes y nuevas aplicaciones
han hecho que sea cada vez mas utilizado no sélo en estudios neuroanatdémicos, sino
que también se ha mostrado util en investigacion neurobioldgica (del Cerro y cols.,
1988; Snyder-Keller, 1988; Crews y Wigston, 1990; Rinaman y cols., 1991; Sauer y
Oertel, 1994).
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TOXINA BOTULINICA

1. Natural ismo de accid

El microorganismo anaerobio y gram-positivo Clostridium botulinum produce
ocho exotoxinas de similar peso molecular, estructura y accién farmacologica, que
son distinguibles inmunologicamente y se denominan A, B, C,,C,, D, E,Fy G
(Simpson, 1981, Melling y cols., 1988). Los tipos A, B y E, estan comunmente
asociados con toxicidad en humanos (Ellenhorn y Barceloux, 1988). La toxina
botulinica tipo A (TxBA) fué la primera que se obtuvo en forma cristalizada, estable
y altamente purificada (Schantz y Scott, 1981; Scott, 1981). La forma cristalizada de
la TxBA es una proteina de alto peso molecular (900.000 daltons) que consta de dos
subunidades que se disocian en solucién. Cada subunidad (450.000 daltons) esta
constituida por tres cadenas peptidicas de igual peso molecular (150.000 daltons); en
una cadena peptidica reside su actividad toxica, mientras que las otras dos son
péptidos no toxicos. La cadena peptidica toxica esta constituida por una unidad
pesada (100.000 daltons) y una unidad ligera (50.000 daltons) unidas por puentes
disulfuro. Una de las dos cadenas no toxicas tiene actividad de hemoaglutinacion
(DasGupta, 1989; Osako y Keltner, 1991).

La TxBA es una potente neurotoxina que inhibe la liberacion de acetil-colina
(ACh) en el terminal presinaptico de la unién neuromuscular de forma duradera y
prolongada, produciendo de ese modo una paralisis flaccida reversible (Burgen y
cols., 1949; Scott y cols., 1973; Stanley y Drachman, 1983). En 1949, Burgen y
cols., tras realizar una serie de experimentos en preparaciones de nervio frénico de la
rata, demostraron definitivamente que la TxBA bloquea la transmision
neuromuscular, acabando con la controversia de autores anteriores sobre si el efecto

paralitico de la TxBA ocurria central o periféricamente. Si es inyectada
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intramuscularmente, la TxBA alcanza el terminal nervioso y ejerce su accion en tres
pasos: i) uni6én rapida y estable a los receptores de superficie del terminal nervioso
colinérgico. Esta unién a las areas no mielinizadas del terminal nervioso estd
mediada por la unidad pesada de la cadena peptidica toxica (Melling y cols., 1988);
ii) internalizacién de la toxina desde la membrana del terminal al compartimento
intracelular, probablemente por un proceso activo de micropinocitosis (Dolly y cols.,
1984); iii) paralisis del masculo por la inhibicion de la liberacion de ACh, ya que
interfiere con el proceso de exocitosis de las vesiculas sinapticas y de este modo
previene la liberacién de ACh a la hendidura sinéptica de la union neuromuscular
(Simpson, 1989; Dolly, 1992). Este efecto no es debido a la interferencia con la
propagacién del impulso nervioso (no bloquea la propagacion del impulso Nervioso:
ni el nervio ni el masculo sufren deterioro de la conductibilidad o excitabilidad
eléctrica) o a la inhibicién de la sintesis o almacenamiento de ACh. Ademas, la
TxBA no bloquea la entrada de calcio al terminal nervioso (Dreyer y cols., 1983;
Melling y cols., 1988) ni interfiere la liberacién "non-quantal” de ACh, bloqueando
especificamente la liberacién "quantal” de la misma (Stanley y Drachman, 1983). Se
piensa, que la TxBA se une a las vesiculas que contienen ACh en el terminal
nervioso y previene la exocitosis calcio-dependiente de éstas (Sellin, 1985).
Actualmente esté bien establecido que la TxBA es un bloqueante presinaptico
de la transmisién mediada por ACh, sin embargo no es bien conocido su mecanismo
de accion preciso (Moreno-Lopez y cols., 1994). Recientes estudios bioquimicos
indican que la TxBA puede actuar in vivo como una proteasa que divide
selectivamente proteinas de los terminales presinapticos que son esenciales para el
proceso de fusién de las vesiculas con las areas donde se liberan en la membrana
presinaptica y por lo tanto, no se produce la subsecuente liberacion del

neurotransmisor (Schiavo y cols., 1992; Blasi y cols, 1993).
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El efecto paralitico de la TxBA es dosis-dependiente y no inmediato, teniendo
su pico de accion de 5 a 7 dias después de la inyeccion intramuscular (Scott, 1981;
Magoon, 1986; Elston, 1988). Histopatologicamente, el misculo denervado muestra
atrofia y un grado medio de cambios desmielinizantes en el terminal nervioso, con
regeneracion subsecuente que se caracteriza por formaciones en bulbo de cebolla y
brotes o retofios en el terminal nervioso de la unién neuromuscular (Scott, 1981). Al
cabo de 6-9 meses revierten completamente los efectos de la TxBA, pero el musculo
inyectado puede o no puede recuperar el nivel de funcién que tenia antes de la
inyeccion (Scott, 1989a).

Cuando se administran dosis sistémicas toxicas, la TxBA estimula una
potente respuesta de anticuerpos, pero pequefias dosis de la misma, no producen una

respuesta inmune detectable (Elston, 1988).

2. Estudios funcionales v efectos axotomy-like

Burger y cols. (1949) en preparaciones de diafragma y nervio frénico de la
rata documentaron que la paralisis producida por la toxina botulinica era debida al
bloqueo neuromuscular. Asi mismo, sefialaron que fué necesaria una dosis 500 veces
mayor de toxina botulinica tipo B que de TxBA para producir dicha parélisis en la
rata. Estos autores también observaron que tras la administracion de la toxina, la
conduccién nerviosa no estaba afectada y el musculo respondia normalmente a la
estimulacion directa.

Watson (1969) documenté cambios metabolicos (bioquimicos) en las
neuronas del niicleo del nervio hipogloso tras la inyeccion de TxBA en la lengua de
la rata adulta, similares a los que se producian tras la axotomia. Asi, observo que la
sintesis de ARN ribosoémico por la neurona, se incrementaba, como ocurria después

de la seccion nerviosa cronica (Watson, 1968). En su trabajo de 1969, Watson
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también sefiald, que tras la inyeccion de TxBA, no se producia un acimulo de
células microgliales alrededor de las neuronas afectadas y sugirid que este hecho
reflejaba que el sistema para el transporte intraaxonal estaba intacto tras la
administracién de TxBA. Anteriormente, Watson (1965) habia observado que tras la
axotomia, se producia un actimulo regional de glia alrededor de las neuronas y
postulé que era una respuesta a un gran defecto en el transporte axoplasmico. Se
concluy6, que aunque en ambas circunstancias (axotomia y TxBA) hay una pérdida
de contacto funcional efectivo entre la neurona y el musculo, después de la
inyeccion de TxBA no se interrumpe el flujo axoplasmico, aunque esté inhibida la
liberacion de ACh (Watson, 1969).

Sumner (1977) estudi6 los efectos ultraestructurales que se producian en las
neuronas del niicleo del hipogloso 35 dias después de la inyeccion de TxBA en la
lengua de la rata. Este autor observé en dichas motoneuronas: i) Una disminucion
del namero de botones somaticos y del neuropilo, debida a la pérdida de botones con
sinapsis simétricas y con vesiculas sinpticas esféricas y claras; ii) una disminucién
del namero de procesos dendriticos en el neuropilo; iii) un aumento en la proporcion
de dendritas y botones con inclusiones inusuales que sugieren retraccion de
procesos; iv) un aumento en la proporcion de procesos que eran inusualmente
electronodensos; v) un incremento del nimero de astrocitos y de procesos lamelares
de astrocitos alrededor de las zonas libres de botones; vi) la presencia ocasional de
microglia; vii) la sustancia de Nissl era normal en apariencia y abundancia. También
sefialé que estos cambios o respuestas de las neuronas del hipogloso eran similares a
los que se producian 35 dias después de la seccion del nervio hipogloso (Sumner y
Sutherland, 1973; Sumner 1975a,b).

Kristensson y Olsson (1978) estudiaron si la interrupcion de la actividad
sinaptica in vivo, podia influir en el transporte retrogrado de moléculas, tales como

la peroxidasa de rabano (HRP). Estos autores, para bloquear la transmision nerviosa,
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inyectaron TxBA en la regién izquierda de los musculos de los vibrissae de ratones y
posteriormente administraban HRP, bien en ambos lados de los misculos de los
vibrissae o via intravenosa. En todos los casos observaron que la incorporacion de la
HRP en las organelas del axon terminal y su transporte retrogrado al soma de las
neuronas del nticleo del facial ocurria normalmente, en contra de sus expectativas
iniciales, ya que estos autores habian postulado que si la TxBA afectaba la
exocitosis, también estaria inhibida la endocitosis compensatoria debida al reciclaje
de membranas y, por tanto, el transporte de macromoléculas como la HRP, que son
captadas por un mecanismo de endocitosis.

Duchen y Strich (1968), observaron que tras la inyeccion intramuscular de
TxBA en ratones, ocurre una extensa aparicion de brotes axonales en el terminal
axonal motor. Watson (1969), confirmé en su estudio este hecho, y observo la
aparicién de brotes en la porcion terminal del axén motor 6 dias después de la
inyecciéon de TxBA, haciéndose mas extenso entre 18 y 30 dias. Este autor sefial6
que transcurridos 100 dias de la administracion de la toxina, el patron normal de
inervacién muscular no estaba totalmente restaurado. También postulé que en ambas
circunstancias, la aparicion de brotes axonales estaba asociada con el incremento de
la sintesis de ARN ribosémico (Watson, 1969).

Holland y Brown (1981), también observaron este crecimiento nervioso en el
terminal axonal motor de musculos inyectados con TxBA en el ratén y postularon
que la recuperacion de la paralisis después de la administracion de TxBA es lenta
porque la formacién de nuevos contactos sinapticos por los brotes del terminal motor
es también lenta, es decir, existe una dificultad para formar nuevas uniones
neuromusculares.

Pinter y cols. (1991) inyectaron TXxBA en el musculo gastrocnemius del gato
y observaron que las propiedades eléctricas de las motoneuronas espinales

presentaban cambios cuantitativamente similares, aunque mas atenuados, que los
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observados tras la axotomia. Sin embargo, no observaron tras la administracion de
TxBA cambios en la velocidad de conduccién axonal.

Moreno-Léopez y cols. (1994) estudiaron las alteraciones electrofisiologicas
inducidas por la TxBA, tras su inyeccion en el musculo RL, en las motoneuronas del
nicleo del VI par craneal del gato adulto. Estos autores documentaron que la
respuesta de dichas motoneuronas a la TxBA se parece en varios aspectos a la
observada tras axotomia, durante los 10 primeros dias tras su administracion, para
diverger posteriormente de forma marcada, asi mismo observaron que la actividad de
las motoneuronas del niicleo del VI par mostraba profundas alteraciones en sus
caracteristicas de descarga, mas de dos meses después de la inyeccion de la toxina.

Segin Moreno-Lopez y cols. (1994), la diferente respuesta de las
motoneuronas del nicleo del VI par a la inyeccion de TXBA y a la axotomia sugiere,
que la TxBA no actiia solamente en el terminal presinaptico (bloqueando la
transmisién neuromuscular, en comin con la axotomia), sino que también tendria
una accién a nivel somatico, donde ha sido identificada la TxBA y donde se supone
que llega por transporte retrégrado (Welhéner, 1989).

Aunque estos estudios previos sugieren que la inyeccion intramuscular de
TxBA no dafia directamente los axones o terminales motores (Simpson, 1989), y que
la poblacién de motoneuronas que inerva al musculo inyectado sufre alteraciones
similares a las observadas después de dafio axonal (Watson, 1969; Summer y
Watson, 1971; Pinter y cols., 1991; Moreno y cols., 1994), se desconoce todavia si
la administracién intramuscular de TxBA puede tener algin efecto sobre la
supervivencia de la poblacion de motoneuronas que inervan la musculatura

extrinseca del globo ocular.
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3. Uso clinico de la toxina botulini

La TxBA produce una paralisis flaccida reversible debido al bloqueo
mantenido de la transmision del impulso nervioso en la union neuromuscular. Por
ello, la inyeccion intramuscular de esta sustancia ha sido recientemente utilizada
como alternativa al tratamiento quirargico en el manejo de estrabismos y de
desoérdenes neuromusculares caracterizados por contracciones involuntarias, tales
como el blefaroespasmo y el espasmo hemifacial (Scott, 1981; Scott y cols., 1985;
Savino y cols., 1985; Osako y Keltner, 1991).

La TxBA esti comercializada para su uso clinico por Laboratorios Allergan,
en forma de liofilizado con el nombre de Allergan Botox". El preparado contiene
100 unidades de toxina botulinica tipo A, 0,5 mg de albumina sérica humana y 0,9
mg de cloruro sodico. Para reconstituir el liofilizado se utiliza solucion salina estéril
al 0,9% sin conservantes. Una vez reconstituido el vial se recomienda administrar el
farmaco durante las 4 horas siguientes a la dilucion, ya que la TXxBA se deteriorara al
cabo de unas pocas horas (Dunlop y cols., 1988).

La TxBA es definida para su uso clinico, en unidades basadas en la
estimacion de la dosis intraperitoneal letal media (DL50) en el raton. Una unidad de
Allergan Botox® reconstituido corresponde a la DL50 en el raton (Hoffman y
Helveston, 1986; Scott, 1988). La DL50 para el hombre se estim6 aproximadamente
en 39 unidades/Kg de peso corporal (Scott, 1987, 1989b). Cuando la toxina es
inyectada especificamente en un misculo ocular, se une rapida y firmemente a ese
musculo, permitiendo que sélo minimas dosis de ésta pasen al sistema circulatorio y

que no causen por lo tanto efectos sistémicos (Scott, 1981).
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3.1. En el tratamiento del estrabismo

3.1.1. Antecedentes historicos

El botulismo o envenenamiento sistémico por la ingestion de toxina
botulinica, causa sintomas oculares tales como trastornos visuales, debidos a la
paralisis de la musculatura intrinseca del ojo y diplopia, por paralisis de la
musculatura extraocular. Scott y cols. (1973) observaron estas propiedades de la
toxina botulinica y en su intento de encontrar una alternativa farmacologica al
tratamiento del estrabismo, utilizaron por primera vez la TXBA para paralizar los
musculos extraoculares del mono.

La idea de inyectar un agente farmacologico en los musculos extraoculares
del humano con el fin de producir una prolongada o permanente paresia, fué
concebida por Behrens, quien administr6 alcohol en dichos musculos. Sus estudios
no prosiguieron debido a los malos resultados iniciales, ya que esta sustancia
usualmente era inefectiva o causaba una paralisis muscular permanente (Scott y
cols., 1973).

Scott y cols. (1973) evaluaron los efectos de la inyecciéon de TxBA en los
muisculos extraoculares del mono, y documentaron que la TxBA era una droga ideal
para producir debilitamiento transitorio de los musculos extraoculares y cambios
permanentes de la alineacién ocular sin serios efectos colaterales. También sefialaron
que el efecto inicial y la duracién de la denervacion por TXxBA era dosis-dependiente
y podria ser reducido administrando de 0-30 minutos tras su inyeccion, antitoxina en
el musculo tratado. Ante tales resultados, después de la determinacion de la dosis
adecuada y de una amplia experimentacion en monos, pasé a probarse la TxBA en
humanos.

Aunque los estudios preliminares en humanos (Scott, 1980a,b) documentaron

que la TxBA podria ser usada como una alternativa a la cirugia del estrabismo, la
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difusién y aplicacién clinica de esta técnica en el hombre debemos situarlas en los
ultimos 15 afios. A pesar de que en los primeros afios se utilizo, como muchas
innovaciones, para el tratamiento de todo tipo de alteraciones oculomotoras, y que se
obtuvieron unos resultados no demasiados satisfactorios, poco a poco, estan
apareciendo indicaciones mas precisas y se ha mejorado la técnica, por lo que los
resultados actuales son mucho mejores, y es una modalidad de tratamiento segura y
efectiva en pacientes correctamente seleccionados (Lee y Elston, 1988; Magoon,

1989; Scott y cols., 1990; Gémez de Liafio y cols., 1991).

3.1.2. Indicaciones. Ventajas e inconvenientes. Complicaciones

Actualmente la TxBA constituye una alternativa a la cirugia del estrabismo en
los siguientes casos: 1) en determinados casos de estrabismo no paralitico; ii) con
finalidad diagnostica y como técnica complementaria a la cirugia en formas
complejas de estrabismo horizontal y vertical, en las que tratamos parte del
estrabismo con inyecciones de TxBA y la otra con cirugia; iii) en pacientes con
pequeiias desviaciones residuales tras la cirugia; iv) en pacientes que no quieren ser
intervenidos; v) en las paralisis oculomotoras, sobre todo en la del VI par craneal,
bien en la fase aguda, para evitar la contractura del antagonista, o en la fase cronica
fundamentalmente como técnica coadyuvante a la cirugia; vi) otras indicaciones
menos habituales serfan pequefias desviaciones en pacientes distiroideos, o algunas
desviaciones que aparecen tras la cirugia del desprendimiento de retina (Osako y
Keltner, 1991; Gémez de Liaiio, 1995).

La indicacién de la utilizacion de TxBA en el estrabismo no paralitico, esta
en funcién de una serie de parametros como la magnitud del angulo de desviacion, el
tipo de estrabismo (convergente, divergente o vertical), la edad del paciente, la
refraccion, etc (Gomez de Liafio, 1995). Esta técnica es especialmente util para

angulos estrabicos por debajo de las 40 dioptrias prismaticas (Scott, 1989b). Se ha
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documentado que, dentro de los estrabismos horizontales, las esotropias responden
mejor a la TXBA que las exotropias, y los nifios, mejor que los adultos (Scott, 1989b;
Osako y Keltner, 1991).

El cambio en la alineacién ocular que se produce después de inyectar TxBA
en los musculos extraoculares, es menos predecible y no tan estable como el que se
produce tras la cirugia tradicional del estrabismo (Flanders y cols., 1987; Biglan y
cols., 1989; Scott, 1989b). En un 60% de los casos se requiere repetir las
inyecciones para determinar la dosis 6ptima y obtener de esa manera un maximo
beneficio (Scott, 1989b). Como ocurre con el tratamiento quirtrgico del estrabismo,
los mejores resultados con TxBA se obtienen cuando hay fusion, ya que ésta
estabiliza la alineacion, asi mismo, los resultados demuestran que la cirugia es mas
fiable que la inyeccion de TxBA especialmente en grandes angulos, donde no se
espera que la fusion estabilice la desviacién (Scott, 1989b).

La inyeccion en los musculos extraoculares de TxBA en el adulto, se realiza
tras la instilacién de un anestésico topico, mientras que €n los nifios, ademas del
anestésico topico, se administra Ketamina i.v. (0,5-1mg/kg de peso) o mas
frecuentemente, la inhalacion de protoxido de nitrogeno (Gomez de Liafio, 1995). La
inyeccion debe ser puesta en el musculo deseado, ayudandonos siempre de un
electromiografo al que se conecta una aguja monopolar de 27G y 35 mm de longitud.
Cuando la aguja es insertada transconjuntivalmente en el musculo diana, se obtiene
una sefial electromiografica audible, y cuando esta sefial es maxima indica que la
aguja esta correctamente situada en el misculo y que se puede inyectar la TxBA. La
dosis utilizada habitualmente es de 2,5-7,5 unidades por musculo inyectado,
generalmente en un volumen que oscila entre 0,05-0, 15ml.

La utilizacion de esta técnica presenta ciertas ventajas como el ser
innecesaria la hospitalizacion del paciente, asi como la ausencia de cicatrices

conjuntivales y musculares e inflamacién postoperatoria, asi mismo su uso no
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impide una intervencién quirtrgica posterior si los resultados no son satisfactorios
(Scott, 1989b, Gémez de Liafio, 1995).

La mayoria de las complicaciones que se producen son transitorias, entre
ellas destaca por su frecuencia la ptosis palpebral, por difusion de la TxBA desde el
lugar de inyeccién al muasculo elevador del parpado superior, que en todos los casos
se resuelve espontineamente. Otra complicacion seria la desviacion vertical que se
produce cuando la toxina inyectada difunde a los musculos adyacentes (Scott,
1989b, Gémez de Liafio, 1995). No se han encontrado manifestaciones sistémicas
por la utilizacién intramuscular de la TxBA (Scott, 1980b; Lee y Elston, 1988;
Magoon, 1989; Scott y cols., 1990; Gémez de Liafio y cols., 1991).

3.1.3. Mecanismo de accion

La paralisis flaccida transitoria que se produce en el miisculo inyectado, tras
la administraciéon de TxBA, dura habitualmente de 4 a 8 semanas. Esta situacion
conduce a una hipercorreccién transitoria del estrabismo, que se recupera lentamente
en un plazo de 8 a 24 semanas (Scott, 1980b; Elston, 1988; Goémez de Liafio y cols.,
1991).

Durante el periodo de paralisis muscular, se producen modificaciones
estructurales tanto en el musculo inyectado, que sufre un alargamiento o
debilitamiento, como en su antagonista ipsilateral, donde encontramos signos
clinicos de contractura muscular, asi como consecuencias sensoriales, que siguen en
fase de estudio, y que son la clave del efecto corrector del estrabismo. En el misculo
inyectado se produce un proceso de denervacion focal, se encuentran signos de
hipersensibilidad por denervacion, atrofia con desintegracion focal de miofibrillas y
alteraciones mitocondriales focales, afectindose en mayor grado las fibras
monoinervadas orbitarias (Spencer y McNeer, 1987). Las modificaciones sensoriales

son consecuencia del periodo de hipercorreccion y probablemente de las alteraciones
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propioceptivas que induce la situacion de parélisis. Se produce por lo tanto un
fendmeno de debilitamiento-contractura-alteracion  sensorial, que induce
modificaciones en los pares de fuerzas antagonicas y resulta en una correccion del
angulo del estrabismo (Spencer y McNeer, 1987; Gémez de Liafio, 1995; Gomez de

Liafio y cols., en prensa).

3.2. En el tratamiento del blefaroespasmo y el espasmo hemifacial

El blefaroespasmo esencial benigno y el espasmo hemifacial son alteraciones
neuromusculares, no infrecuentes, que se caracterizan por violentas contracciones
involuntarias de los musculos orbiculares o de un grupo de musculos de la cara entre
los que se encuentra el musculo orbicular, produciendo a menudo incapacidad para
realizar ciertas actividades cotidianas como conducir o leer (Scott y cols., 1985).

La etiologia del blefaroespasmo es desconocida, aunque se postula que
podria ser el resultado de una disfuncién organica del tronco cerebral rostral
(Jankovic y Ford, 1983). El espasmo hemifacial se debe generalmente a la
compresion vascular del nervio facial en el angulo pontocerebeloso, pudiendo ser
frecuentemente tratado con descompresion microvascular quirurgica (Loeser y Chen,
1983). Otros tratamientos para estas alteraciones incluyen, la administracion
sistémica de farmacos que alteran la funcién del sistema nervioso central y la
excitabilidad nerviosa, la seccién quirargica de ramas nerviosas del facial, la
miectomia quirargica de los musculos orbiculares y la administracion intramuscular
local de TxBA. Cada uno de estos tratamientos tienen sus desventajas, incluidos
resultados insuficientes y recurrencias (Patrinely y cols., 1988).

Las inyecciones de TxBA para el tratamiento del blefaroespasmo fueron
empleadas por primera vez en 1983 (Frueh y cols., 1984; Jankovic, 1988). Estos

autores documentaron que la denervacion quimica del misculo orbicular que
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producia esta sustancia era temporal y se requerian reinyecciones periddicas para
controlar las contracciones espasmddicas de los parpados. Actualmente se ha
convertido en el tratamiento de primera eleccion para el blefaroespasmo (Osako y
Keltner, 1991). El efecto méaximo de la toxina ocurre en unos pocos dias, y la mejora
del espasmo dura cerca de tres meses (Scott, 1987). La mayoria de los pacientes
toleran los efectos colaterales transitorios y cuando recurre el espasmo prefieren la
reinyeccion de la TxBA a los tratamientos alternativos, ya que éstos tienen
frecuentes complicaciones y no estan exentos de recidivas (Osako y Keltner, 1991).

Algunos autores documentan que el intervalo libre de espasmo y la intensidad
de la paralisis estan relacionados con la dosis de TxBA (Scott y cols., 1985; Scott,
1989a). Sin embargo, altas dosis de TxBA incrementan los efectos colaterales que se
producen por difusion de la toxina a los musculos extraoculares, tales como ptosis y
diplopia, con sélo pequefios incrementos en la duracion del intervalo libre de
espasmo (Scott, 1987).

De todos los tratamientos del espasmo hemifacial, la descompresion
microvascular quirargica es el mas exitoso y el 88% de los pacientes curan, con una
tasa de recurrencias menor al 10% (Jannetta, 1981). Sin embargo tiene
complicaciones severas como sordera, paralisis facial permanente, otitis media y
hemorragia intracraneal entre otras (Loeser y Chen, 1983). Aunque la descompresion
quirirgica puede ser la forma definitiva de tratamiento, las inyecciones de TxBA son
efectivas en el control del espasmo hemifacial, especialmente cuando recurre el
espasmo tras un procedimiento quirirgico. La duracién del efecto tras la
administracion de TxBA para el tratamiento de esta alteracion, es de
aproximadamente cuatro meses (Savino y cols, 1985; Scott, 1987), apareciendo
diplopia mas frecuentemente que cuando se trata el blefaroespasmo (Scott, 1987).
No han sido documentados efectos sistémicos de la TxBA tras el tratamiento de

estos trastornos neuromusculares (Osako y Keltner, 1991).
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La diferente respuesta al tratamiento con TxBA del estrabismo y estos
trastornos neuromusculares podria ser debida a las claras diferencias entre el
musculo orbicular de los parpados y los musculos extraoculares, tanto en los tipos de
fibras musculares que los constituyen, como en las caracteristicas funcionales de sus
sistemas motores control (Porter y cols., 1991). Estos autores documentaron que
tras la inyeccién de TxBA en el musculo orbicular de monos adultos, se producia
una atrofia no selectiva y difusa de las fibras musculares, asi mismo sefialaron que
estas alteraciones ultraestructurales del musculo orbicular eran reversibles y no
tenian aparentemente consecuencias a largo plazo. Estos cambios contrastan con las
alteraciones a largo plazo y en un tipo de fibras especifico, inducidas por la TXBA

en los musculos extraoculares (ver apartado 3.1.3.).
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DOXORRUBICINA

LN I T ——

La doxorrubicina (DXR) es un antibiético antiblastico perteneciente al grupo
de las antraciclinas, aislado de cultivos de Streptomyces peucetius, variedad ceasius
(Yamamoto y cols., 1984b), cuya accion citotoxica se atribuye a que se intercala
entre la doble hélice de la estructura del ADN, e inhibe indirectamente la produccion
de proteinas vitales porque disminuye la sintesis d¢ ARN mensajero (Pigram y cols.,
1972; Dimarco, 1975).

La DXR, también conocida como adriamicina (Bigotte y Olsson, 1982, 1983;
Yamamoto y cols., 1984b), es usada comunmente en el tratamiento de neoplasias
malignas (Blum y Carter, 1974). Su administracién se realiza por inyeccion
intravenosa y, en caso de tratamiento localizado de los tumores, por infusién
endoarterial lenta. Entre sus efectos secundarios destacan la mielodepresion y la
cardiotoxicidad. Esta tiltima se debe a que la DXR produce alteracion del reticulo
sarcoplasmico y de otras estructuras que regulan el flujo del Ca™ en el musculo
esquelético y cardiaco. Estudios en animales de experimentacion demuestran que la
toxicidad de esta droga estid en funcion de su concentracion tisular, y que si se
administra sistémicamente, la concentracion que alcanza en el musculo
gastrocnemius es solamente el 17% de la que se alcanza en el musculo cardiaco
(Doroshow y cols., 1985). Asi mismo, en estudios de cultivos tisulares se observo
que la toxicidad de la DXR era directamente proporcional a la concentracion
intracelular de la droga (Bellamy y cols., 1988; Hindenberg y cols., 1989).

Estudios farmacocinéticos, han documentado que se produce una rapida
reduccion de los niveles plasmaticos de DXR tras su administracion intravenosa,

acompaiiada, por otro lado, de una lenta excrecién urinaria y biliar, debida
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probablemente a la fijacion del farmaco a nivel de los tejidos. La excrecion biliar
representa la principal via de eliminacion, y es en 7 dias, equivalente al 40-50% de
la dosis administrada, lo que explica su efecto hepatotoxico. La eliminacién urinaria
es, en 5 dias, aproximadamente igual al 5% de la dosis administrada (Baker y
Wirtschafter, 1987). Se han demostrado efectos mutagénicos y carcinogénicos de la
DXR en animales de experimentacion (Bucciarelli, 1988).

La DXR no atraviesa la barrera hematoencefélica (Bigotte y Olsson, 1982),
no habiendo sido demostrada su toxicidad en el sistema nervioso central cuando se
administra por via intravenosa (Philips, 1975; Cho, 1977). Investigaciones
experimentales muestran, sin embargo, que esta droga puede tener tras su
administracion por esta via, efectos toxicos sobre los ganglios nerviosos periféricos,
que son regiones desprovistas de una barrera de difusion vascular (Cho, 1977; Cho y
cols., 1980) |

La DXR es un compuesto moderadamente lipofilico, que presenta
fluorescencia especifica rojo-anaranjada (Egorin y cols., 1974; Egorin y cols., 1980).
Estudios en animales de laboratorio documentaron que esta droga fluorescente,
aplicada en el musculo, o directamente en nervios motores (Bigotte y Olsson, 1983;
Yamamoto, 1984b) o sensoriales (Kato y cols., 1988) periféricos, puede ser
transportada retrogradamente por flujo axoplasmico y causar la muerte de las
neuronas origen de los axones que constituyen dichos nervios. Esto ocurre sin dafio
significativo de estructuras adyacentes del sistema nervioso central. Parece que no
existe transporte trans-sinaptico de la DXR (Yamamoto y cols., 1984b). Ademas,
cuando esta sustancia es aplicada en el misculo, causa muerte de células musculares

(Baker y Wirtschafter, 1987, McLoon y Wirtschafter, 1988).
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2. T | icid lismicos A jentes histéri

La DXR cuando es transportada retrogradamente por los axones, es la unica
sustancia conocida que combina propiedades de trazador fluorescente con una
accion neurotoxica (Bigotte y Olsson, 1983). Esta accion, conocida como "transporte
suicida", fué observada por Wiley y cols. (1982), con otras sustancias, pero a
diferencia de la DXR, ninguna actuaba como trazador. Otros marcadores
fluorescentes (Kuypers y cols.,1977; Bentivoglio y cols., 1980a,b) que pueden ser
transportados retrogradamente, no producen efectos citotoxicos descritos en las
neuronas diana.

La primera demostracion de degeneracion neuronal experimental por una
sustancia toxica transportada por flujo axoplasmico retrégrado, fué comunicada por
Harper y cols. en 1980. Esta sustancia era la ricina, una lectina extremadamente
venenosa. Su inyeccion en la glandula submandibular o en la camara anterior del ojo
en ratones producia una cromatolisis de neuronas en el ganglio cervical superior.
Posteriormente, en 1982, Wiley y cols. confirman el transporte suicida de tres
lectinas toxicas (ricina, abrina y modeccina), tras su inyeccién subepineural en el
nervio hipogloso. La aplicacién de estas lectinas en el nervio trigémino o en el
nervio ciatico, produce una destruccién completa de las células de los ganglios
sensoriales que proyectan en estos nervios (Yamamoto y cols., 1983, 1984a).

Bigotte y Olsson, en 1982, demostraron que la DXR se transporta
retrogradamente al cuerpo celular de las neuronas del nucleo del hipogloso, tras
haber sido inyectada en la lengua del raton. Estos autores ademas observaron, que
por razones desconocidas aparecian unas pocas células gliales, alrededor de las
neuronas marcadas, que también contenian la droga fluorescente. Bigotte y Olsson
(1983) también observaron cambios degenerativos en el nucleo del hipogloso del

raton, pero no constataron la desaparicion de somas neuronales. Yamamoto y cols.
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(1984b) documentaron por primera vez muerte neuronal, tanto en el ganglio
raquideo dorsal como en el asta anterior de la médula espinal de la rata, tras la

administracion de DXR en el nervio ciatico.

3. Ef sxicos: D S feativgal
3.1. Cambios ultraestructurales

En 1983, Bigotte y Olsson estudiaron los cambios morfologicos que ocurren
en las neuronas del nucleo del nervio hipogloso debido al transporte retrogrado de
DXR tras su inyeccién intramuscular en la lengua del raton. Estos autores
describieron una serie de cambios tempranos, mas obvios entre las 24 horas y los 3
dias tras la inyeccion de la DXR, que consistian en que los nucleos de las neuronas,
al ser observados con microscopio 6ptico, presentaban miltiples areas focales de
rarefaccion de la cromatina, que les daba un aspecto apolillado. Cuando estudiaron
los nucleos con microscopia electronica, también evidenciaron alteraciones en el
nucléolo, tales como segregacion nucleolar (Lambertenghi-Deliliers, 1972),
fragmentaciéon del mismo (Lambertenghi-Deliliers, 1972; Merski y cols., 1976) y
pérdida de su apariencia redondeada. A los 14 dias de la inyeccién, unidos a los
cambios precoces nucleares, observaron alteraciones en el citoplasma de algunas
neuronas que consistian en que su citoplasma presentaba vacuolas claras y otras
zonas intensamente tefiidas, y el niicleo de algunas células estaba desplazado
periféricamente. El estudio con microscopia electrénica de estas neuronas demostr6
una distribucién anormal de los ribosomas. Estos autores también encontraron,
cuando el periodo de supervivencia era mayor a 3 dias, que se producia rarefaccion
de la cromatina nuclear y vacuolizacion del citoplasma en astrocitos adyacentes a

las neuronas anormales. Por ultimo, evidenciaron que el numero de neuronas
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afectadas era mayor cuando se inyectaba mayor dosis de DXR en la lengua, sin
embargo, los cambios morfoldgicos eran cualitativamente los mismos en todos los
animales, independientemente de la dosis recibida. Estos autores no observaron en

este estudio, sin embargo, que se produjera en ningin caso muerte neuronal.
3.2. Explicacion de los cambios ultraestructurales

Se ha postulado que los cambios vistos en el nicleo 24 horas después de que
la droga fuera inyectada, estan morfologicamente correlacionados con la ruptura
inducida en el ADN cromosémico al intercalarse la DXR en la doble hélice de su
estructura (Vig, 1971; Schwartz, 1975) y que las alteraciones nucleolares asociadas
probablemente representen una inferencia secundaria de la DXR en la sintesis
ADN-dependiente de ARN que normalmente tiene lugar en el nucléolo (Bigotte y
Olsson, 1983). En algunas circunstancias, se ha observado que los cambios
nucleolares pueden ser reversibles como, por ejemplo, en las células hepaticas
(Lambertenghi-Deliliers, 1972; Merski y cols., 1976). Sin embargo, en las neuronas
del nucleo del nervio hipogloso persistian dichos cambios 14 dias después de la
administracion de DXR, acaso debidos a la incapacidad de éstas para reparar el
ADN con permanente interferencia en la sintesis del ARN nucleolar (Bigotte y
Olsson, 1983).

Olson y cols. (1974) han postulado que las vacuolas citoplasmaticas vistas en
las neuronas del nucleo del hipogloso, se podrian deber a que la DXR puede
incrementar la permeabilidad de la membrana celular. La desaparicion de los
ribosomas y la alteracién de su distribucion en rosetas podrian ser secundarias a los
cambios nucleolares (Lambertenghi-Deliliers y cols., 1976). Asi mismo, la pérdida

de la distribucion normal en rosetas de los ribosomas podria ocasionar una alteracion

40



Introduccion

funcional, pues Palay y cols. (1974) han observado que los ribosomas aislados no
son activos en la sintesis de proteinas.

Parece razonable asumir que la principal lesion que produce la DXR, una vez
que entra en las neuronas, es la alteracion de las funciones del ADN y del ARN en el
nacleo y en los ribosomas, como ha sido admitido en otros tipos de células (Brown,
1978).

Young (1975) atribuyé los cambios miocardicos observados tras el
tratamiento con DXR intravenosa en varias especies animales, a un efecto toxico
directo de la droga en la mitocondria. Cambios mitocondriales, tales como la
balonizacién y la desorganizaciéon de la estructura interna, han sido observados
también en las neuronas del niicleo del hipogloso de ratones a los que se inyecto

DXR en la lengua (Bigotte y Olsson, 1983).

3.3. Muerte neuronal

Yamamoto y cols. (1984b) documentaron iguales cambios ultraestructurales a
los observados por Bigotte y Olsson (1983), tanto en las neuronas de los ganglios
raquideos dorsales, como en las motoneuronas somaticas del asta anterior de la
médula espinal a nivel lumbar (L,-Ly), tras inyectar DXR subepineuralmente en
nervio ciatico o intramuscularmente en el muasculo soleus-gastrocnemius de la rata.
Ademas, estos autores fueron los primeros en documentar la disminucion del nimero
de estas neuronas o fendmeno de muerte neuronal tras la administracion de DXR, sin
embargo, no realizaron un estudio cuantitativo del mismo. Estos autores demostraron
también, con técnicas de microscopia de fluorescencia, que la llegada de la DXR al
nicleo de las neuronas se producia a las 19 horas de su administracion, en los
ganglios raquideos dorsales y 48 horas después de su administracion, en el asta

anterior de la médula espinal, apareciendo degeneracion neuronal a los 4 dias de la
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inyeccién en las células ganglionares de los ganglios dorsales, tardando otros 4 dias
mas para manifestarse en las neuronas motoras del asta anterior de la médula. Estos
autores postularon, que el intervalo entre la incorporacién de la DXR a las neuronas
y la aparicion de los cambios patologicos podrian ser explicados por el mecanismo
de accion de la droga.

Yamamoto y cols. (1984b) documentaron que al final de la tercera semana
tras la administraciéon de la DXR en el nervio ciatico, muchas motoneuronas
somaticas del asta anterior de la médula espinal habian desaparecido, y también
observaron neuronas degeneradas y una moderada proliferacion astrocitica y
oligodendrocitica en las columnas de motoneuronas, pero no infiltracion celular
inflamatoria. A los tres meses de la administracion de DXR casi todas las neuronas
motoras correspondientes al territorio del nervio ciatico ipsilateral habian
desaparecido, quedando una moderada gliosis y algunas neuronas marginales que
presentaban cambios degenerativos en grado variable, desde heterocromatinizacion y
cromatolisis central a vacuolizacion citoplasmica y desaparicion del nicleo.

En los ganglios raquideos dorsales, Yamamoto y cols. (1984b) encontraron
que 8 dias después de la administracion de la DXR muchas neuronas estaban
necréticas. Ademas, comunicaron que a menudo habia proliferacion de las células
capsulares, y que 2 semanas o mas después del tratamiento, la mayoria de las células
ganglionares habian desaparecido, dejando grupos de células capsulares.

Yamamoto y cols. (1984b), por ultimo, compararon las alteraciones
observadas tras la administracion de DXR en el nervio ciatico, con aquellas que se
producian tras la axotomia, y observaron, que 6 dias después de la seccion del nervio
ciatico, aparece una tipica reaccion axonal de las neuronas de los ganglios raquideos
ipsilaterales, pero no objetivaron pérdida neuronal en dichos ganglios, incluso tres

meses después de la intervencion.
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4. Ef iotéxicos: Pérdida de fibras m I

4.1. Estudios en animales con doxorrubicina

Los efectos miotoxicos de la DXR han sido bien caracterizados (Doroshow y
cols., 1985), y son en parte el resultado de la destruccion de organelas subcelulares
en las fibras musculares, particularmente las proteinas contractiles (Papoian y Lewis,
1990).

Baker y Wirtschafter en 1987, fueron los primeros en investigar el potencial
de la DXR para producir miectomia quimica y denervacion quimica en el muasculo
orbicular y otros musculos faciales. El objetivo de su trabajo era estudiar las
alteraciones cutdneas, tales como ulceracion severa y necrosis que pueden aparecer
tras la administracién de la DXR por via subcutanea o intramuscular, ya que en
publicaciones previas (Cohen, 1979; Sonneveld y cols., 1984; Bleicher y cols., 1984)
se comunicaba la aparicion de dichas alteraciones por extravasacion de la droga tras
terapia intravenosa. Estos autores inyectaron DXR en el parpado inferior y en los
espacios antecubital y popliteo de conejos y demostraron que la administracion
subcutanea de DXR produce un daiio severo de la piel no facial, sin embargo el dafio
es menor en la piel de los parpados, donde ademas causa severa necrosis del
musculo orbicular. Por todo ello, postularon que la piel de la cara, que tiene una
capa de musculo estriado entre dos capas de tejido conectivo areolar, es capaz de
resistir dosis de DXR que producirian alteraciones en otras areas de la piel. Al
observar Baker y Wirtschafter (1987) este dafio muscular casi selectivo, que se
manifesté como una atrofia marcada del musculo orbicular, 21 dias tras la inyeccion
de DXR, sugirieron que esta sustancia podria ser util como una alternativa al
tratamiento con TxBA en parpados y musculos faciales espasticos € incluso en el

tratamiento del estrabismo.
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McLoon y cols. (1991) documentaron que la inyeccion de DXR en el
musculo orbicular del mono produce a dosis adecuadas, la destruccién permanente
de més del 70% de las fibras musculares del parpado tratado, sin al parecer,
ocasionar lesion de los nervios o tejidos circundantes. En experimentos posteriores,
McLoon y cols. (1992) han observado una disminucion progresiva del niimero total
de fibras musculares, relacionada con la inyeccion de dosis crecientes de DXR en el
orbicular de conejos y monos. Asi mismo, cuando la DXR se administra después de
una inyeccién de verapamil en ambas especies animales, se observé un sustancial
incremento en la toxicidad muscular comparado con el que se observd tras la
administracion de DXR solamente (McLoon y cols., 1992). La inyeccion de
verapamil y DXR causa pérdida muscular tanto en la region pretarsal como en la
preseptal del musculo orbicular, mientras que la inyeccion de DXR, producia
pérdida muscular significativa solamente en la region preseptal del orbicular. Estos
autores han sugerido, que la explicacion a este hecho se encontraria en la accién
vasodilatadora del verapamil que ayudaria a incrementar la difusion de la DXR en el
parpado inyectado, aumentando su disponibilidad en el muasculo. El verapamil es un
antagonista de los canales del Ca™, usado en el tratamiento de la taquicardia
supraventricular, que causa un incremento de la acumulacién intracelular de DXR
(Bruno y Slate, 1990), aumentando, por lo tanto, su miotoxicidad (McLoon y cols.,
1992).

McLoon y cols. (1994) documentaron que la inyeccion de DXR en el
orbicular del conejo no ocasionaba una disminuciéon del nimero de motoneuronas
del nicleo del facial, a pesar de la extensa pérdida muscular observada, y sugirieron,
entre otras explicaciones a este hecho, la capacidad de estas neuronas para
sobrevivir, en vez de degenerar, ante varios tipos de lesiones (La Velle y La Velle,

1958; Lieberman, 1971; McLoon y La Velle, 1981).
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4.2. Estudio clinico experimental con doxorrubicina

Tras previas investigaciones en animales (Baker y Wirtschafter, 1987
McLoon y Wirtschafter, 1988) para determinar si la miectomia quimica que produce
la DXR, podia constituir un tratamiento eficaz y seguro en los desordenes espasticos
musculares en general, y en el blefaroespasmo esencial benigno y el espasmo
hemifacial en particular, Wirtschafter (1991) realizo el primer estudio clinico
experimental de la administracion de DXR en los misculos orbiculares superior e
inferior de los parpados de pacientes que presentaban blefaroespasmo y espasmo
hemifacial. Este autor incluy6 en su estudio a 20 pacientes (12 con blefaroespasmo y
8 con espasmo hemifacial), previo consentimiento de los mismos, que habian tenido
respuestas previas efectivas, aunque transitorias, al tratamiento con TxBA de sus
alteraciones espasticas.

Wirtschafter (1991) postulé que a la concentracién y dosis utilizadas era
improbable lesionar el SNC, como resultado del transporte axonal retrégrado
"suicida" de la DXR desde el miisculo inyectado a las motoneuronas del nicleo del
facial. Este autor también sefiald, que se podia graduar tanto el efecto de destruccion
muscular, seleccionando las fibras a inyectar, como la disminucion de los efectos
indeseables, seleccionando la dosis, la concentracion y el lugar de inyeccion. Por
tiltimo, document6, que la inyeccion previa de hialuronidasa y el uso local del
anestésico miotoxico bupivacaina, facilitaban la difusion de la DXR en los haces
musculares, potenciando su efecto y por tanto necesitando menor dosis de la misma,
por lo que disminuyen sus efectos toxicos locales.

En el primer estudio clinico de este nuevo protocolo de tratamiento de
pacientes con blefaroespasmo y espasmo hemifacial, inyectando dosis variables de
DXR en sus parpados (Wirtschafter, 1991, 1994), el éxito en la reduccion del

espasmo muscular generalmente requeria tres series de inyecciones de no mas de 1.5
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mg de DXR por parpado, con una dosis acumulativa maxima de 4 mg por parpado,
asi mismo, todos los pacientes que completaron el protocolo de tratamiento tuvieron
una mejoria duradera de los sintomas (McLoon y cols., 1993).

La muestra para biopsia obtenida del parpado superior de un paciente, dos
afios después de finalizar su tratamiento con DXR, presentaba una pérdida casi total
de fibras musculares del orbicular, excepto en un foco de musculo de la porcion
medial, apareciendo normales los elementos vasculares y nerviosos, asi como otras
estructuras anexas. No se identificaron signos de displasia ni cambios caracteristicos
de malignizacion, ni tampoco anomalias en el tejido conectivo, pero el péarpado
estaba mas adelgazado (McLoon, y cols., 1993). Esta pérdida muscular permanente
contrasta con los cambios musculares observados después de la inyeccion de TxBA
en el parpado, donde tras una atrofia inmediata no se evidencian cambios musculares

a largo plazo (Porter y cols., 1991).

4.2.1. Ventajas e inconvenientes del uso clinico de la doxorrubicina

Wirtschafter (1991) postulé que la destruccion muscular producida por la
DXR podria tener un mejor resultado en el tratamiento de estos desordenes
neuromusculares espasticos que la denervaciéon quimica temporal que se consigue
con la TxBA. Este autor sugirié que la eficacia de la DXR podria explicarse porque
aparte de la lesion inmediata que produce, quedaria retenida en el tejido muscular el
tiempo suficiente para dafiar las células musculares satélite, ya que la destruccion del
musculo requiere la eliminacion tanto de las fibras musculares contractiles como de
las células musculares satélite, que se activan y dividen tras la lesion y son la fuente
de regeneracion del musculo lesionado.

Otra posible ventaja del tratamiento con DXR de estos desérdenes musculares
espasticos seria la ausencia de complicaciones como la ptosis o la diplopia, debido a

la mala difusion de esta sustancia. Sin embargo, tras el tratamiento con TxBA no es
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infrecuente la aparicion de ptosis o diplopia, por la difusion del farmaco a través del
septum orbitario de los parpados superior e inferior, al misculo elevador del parpado
superior o al musculo oblicuo inferior respectivamente (Wirtschafter, 1991). Por
tiltimo, este autor concluyé que la TxBA, por su efecto de denervacion quimica
transitoria, podria ayudarnos a identificar aquellos pacientes que puedan beneficiarse
de la miectomia quimica con DXR. Asi mismo, la TxBA podria utilizarse
simultineamente a la DXR y entre las dosis de la misma en el tratamiento de estas
alteraciones neuromusculares.

El principal inconveniente encontrado del uso clinico de la DXR para la
miectomia quimica, es su potencial para producir lesiones en la piel como resultado
de la toxicidad de la droga (McLoon y cols., 1992, 1995). Tanto en estudios
animales (McLoon y Wirtschafter, 1988) como en humanos (Wirtschafter, 1991), la
ulceracion de la piel, en la zona de la inyeccion, ocurri6 a las dosis mas efectivas
para la destruccién muscular, y ademas, la necesidad de repetidas inyecciones en
esos pacientes para vencer el espasmo muscular incrementaba el riesgo de dicha
complicacién. McLoon y cols. (1992) sugirieron que se podria reducir la dosis y el
namero de inyecciones necesarias de DXR en los parpados, si se administraba
previamente una droga, el verapamil, que podria amplificar los efectos miotoxicos de
la DXR, y de esta forma se podria disminuir la incidencia de ulceracién cutanea. Sin
embargo, este tratamiento combinado no consigue reducir ni la incidencia ni la
duracién de las lesiones de la piel, mientras que la inyeccion de la droga
inmunosupresora ciclosporina en los parpados, 20 minutos antes del tratamiento con
la DXR, segan McLoon y cols. (1995), retrasa el comienzo, reduce la duracion y

limita la extensién de las lesiones dérmicas en los parpados de conejos.
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OBJETIVOS

1. Desarrollar un modelo experimental que permita valorar con fiabilidad el
efecto de determinadas sustancias neurotoxicas sobre la supervivencia de
motoneuronas. Para conseguir este objetivo determinamos previamente:

i) La eficacia del fluoro-gold inyectado en el musculo recto lateral, para
marcar la totalidad de la poblacion de motoneuronas del nucleo del VI par craneal de
la rata.

ii) La persistencia del fluoro-gold en las motoneuronas del nucleo del VI par,
lo que nos permitira realizar estudios experimentales a largo plazo, ya que el efecto
toxico de algunas sustancias podria tardar en manifestarse.

iii) Los posibles efectos sobre la supervivencia neuronal, del marcaje con
fluoro-gold durante largos periodos de tiempo, ya que de existir, podrian

superponerse a los de otras sustancias empleadas.

2. Investigar los efectos a corto y largo plazo de la administracion de distintas
dosis de toxina botulinica tipo A en el musculo recto lateral, sobre la supervivencia

de las motoneuronas del nucleo del VI par craneal de ratas jovenes.

3. Cuantificar los efectos neurotoxicos de la doxorrubicina administrada en el
musculo recto lateral de la rata, sobre la supervivencia de las motoneuronas del
nuacleo del VI par craneal. La doxorrubicina es un agente neurotdxico bien conocido,
por lo que podremos comparar sus efectos en las motoneuronas de este nucleo, con

los de otros posibles neurotoxicos.
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MATERIAL Y METODOS

Para conseguir los distintos objetivos, hemos disefiado tres grupos
experimentales. En el primer grupo queriamos determinar la eficacia del FG
inyectado en el musculo recto lateral de la rata, como marcador retrogrado
fluorescente de la poblacién de motoneuronas del nucleo del VI par craneal, asi
como la persistencia a largo plazo del mismo en dichas motoneuronas y sus posibles
efectos sobre las motoneuronas.

Posteriormente, una vez comprobado que disponiamos de un modelo
experimental valido para identificar las motoneuronas del nucleo del VI par craneal,
en un segundo grupo experimental estudiamos los efectos a corto y largo plazo de la
administracién intramuscular de distintas dosis de TxBA en dicha poblacion.

Por ultimo, se realizo un tercer grupo experimental que tuvo por objeto
cuantificar los efectos neurotoxicos de la administracion intramuscular de DXR,

sobre la supervivencia de las motoneuronas del niicleo del VI par craneal.

1. Animales d . or P

Se han utilizado ratas machos y hembras del tipo Sprague-Dawley, de edades
comprendidas entre 3 y 18 semanas, obtenidas del estabulario de la Universidad de
Murcia. Todas las manipulaciones experimentales se han efectuado bajo anestesia
general con hidrato de cloral al 7% en agua destilada, administrado por via
intraperitoneal, a una dosis de 0,42 mg/g de peso corporal, y siguiendo en todo
momento las recomendaciones de la Unién Europea, de la Asociacion de
Investigacion en Vision y Oftalmologia (ARVO) y de la Sociedad de Neurociencia

(Society for Neuroscience), para el uso de animales de investigacion. Las ratas se
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guardaban en el animalario de la Universidad de Murcia, donde eran alimentadas "ad

libium" y se mantenian en habitaciones con temperatura controlada y con un ciclo de

luz-oscuridad de 12 horas. La intensidad de luz variaba en un rango de 8 a 24 luxes.
El sacrificio de los animales se realizaba mediante la inyeccion

intraperitoneal de una sobredosis del mismo agente anestésico.

2. Marcaje retrégrado con fluoro-gold

Una vez anestesiado el animal, se colocaba en un soporte de carton,
sujetandolo por sus cuatro extremidades con cinta adhesiva e inmovilizando la
cabeza mediante una goma que pasabamos por debajo de los incisivos superiores. A
continuacion, rasurabamos la parte superior de la cabeza del animal y realizabamos
una incisién media de la piel en dicha zona con hoja de bisturi que nos permitia tras
la diseccion de tejidos, el acceso a la orbita en su vertiente superior externa. Una vez
en la cavidad orbitaria, identificAbamos y aislabamos cuidadosamente, pasando una
cinta de algodén, el musculo recto lateral, inyectando en el vientre muscular el
trazador neuronal fluoro-gold, con la ayuda de una microjeringa de Hamilton de 5
microlitros y aguja de 268S.

Todo el proceso quirargico se realizaba bajo control microscopico
(Microscopio de Operaciones OPMI 11, Zeiss). Tras la intervencion, la piel del
craneo del animal era suturada con seda de 5/0 (Ethicon), mediante sutura continua.
Para evitar la desecacion corneal en el periodo de reanimacion anestésica,
aplicabamos pomada oftalmica de tobramicina (Tobrex®, Alcon) sobre la cornea de
los dos 0jos.

A todos los animales se les inyecté de forma lenta, 5 microlitros de
fluoro-gold (FG, Fluorochrome inc., Englewood, Colorado) al 3% en CINa al 0,9%,

conteniendo un 10% de dimetilsulfoxido, DMSO). Estudios preliminares que hemos
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efectuado en el Laboratorio indican que, siete dias después de la inyeccion de FG en
el RE, las motoneuronas han transportado retrégradamente e incorporado el
marcador a su citoplasma, obteniéndose en este periodo de tiempo, un marcaje

6ptimo del nucleo del VI par craneal.

3.1 i6n d toxi
3.1. Toxina botulinica

A los animales se les administraron distintas dosis de toxina botulinica tipo A
(TxBA, Allergan Botox®, Allergan), disuelta siempre en un volumen de 5 microlitros
de solucién salina estéril. En todo momento se siguieron las instrucciones del
fabricante con respecto a la utilizacién del preparado una vez reconstituido: Este
debe ser utilizado en un periodo méaximo de 4 horas, manteniéndolo en un
refrigerador a una temperatura de 2-8°C, y evitando su agitacion violenta o la
formacion de burbujas, ya que se desnaturaliza.

La inyeccién de la TxBA se realizé lentamente, y bajo control microscopico
en el vientre muscular, tras el cuidadoso aislamiento del mismo y con la ayuda de

una microjeringa de Hamilton de 5 microlitros y aguja de 26S.

3.2. Doxorrubicina

A los animales se les administraron distintas dosis de doxorrubicina (DXR,
Farmiblastina®, Farmitalia Carlo Erba, Madrid), disuelta en suero salino estéril. El
volumen inyectado oscilé entre 2,5-7,5 microlitros, dependiendo de la dosis de

DXR. Una vez reconstituido el preparado, fué utilizado en las 3 horas siguientes a su
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preparacién. La solucién reconstituida puede conservarse (preservandola de la luz)
durante 24 horas a temperatura ambiente y durante 48 horas entre 4y 8° C.

La inyeccion de DXR se realizé en el vientre muscular del RL izquierdo, de
forma lenta y utilizando, como para la inyeccion de FG y de TxBA, una

microjeringa de Hamilton con aguja de 26S.

4. Grupos experimentales

4.1. Primer grupo experimental: Para valorar la eficacia del fluoro-gold

como marcador fluorescente de la poblacién de motoneuronas del niicleo del VI
par, su utilizacién como trazador persistente y los efectos neurotoxicos que esta
sustancia pudiera producir en las motoneuronas, utilizamos:

Un total de 57 ratas de edades comprendidas entre 3 y 18 semanas, a las que

se inyecté FG en el misculo recto lateral del ojo izquierdo (Fig. 3) y que dividimos
en 7 subgrupos segin el tiempo que transcurri6 entre la administracion de FGy su

sacrificio:

Subgrupo A: Constituido por 20 ratas que se sacrificaron a los 7 dias de la
inyeccion.

Subgrupo B: Constituido por 8 ratas que se sacrificaron a los 21 dias de la
inyeccion.

Subgrupo C: Constituido por 9 ratas que fueron sacrificadas a los 28 dias de
la inyeccion.

Subgrupo D: Constituido por 7 ratas que fueron sacrificadas a los 37 dias de
la inyeccion.

Subgrupo E: Constituido por 6 ratas que fueron sacrificadas a los 67 dias de

la inyeccion.
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Subgrupo F: Constituido por 5 ratas que se sacrificaron a los 97 dias de la
inyeccion.

Subgrupo G: Constituido por 2 ratas a las que se inyecté FG y 60 dias mas
tarde se realizo otra inyeccion de FG en el mismo miusculo,
sacrificandolas a los 7 dias de la segunda inyeccion.

Los animales de los subgrupos B y C fueron inyectados en el masculo RL del
ojo derecho, ya que el miisculo RL izquierdo fué utilizado para estudiar los efectos
de 1a DXR (ver mas adelante, en el tercer grupo experimental).

En un animal del subgrupo E se inyecté también FG en el musculo RL
derecho, una semana antes de su sacrificio, para obtener fotografias comparativas de

ambos nucleos del VI par craneal (ver mas adelante, en resultados).

Fig. 3. Esquema que representa el método empleado para marcar con el trazador
neuronal fluorescente fluoro-gold (FG) la poblacion de motoneuronas del nucleo del
VI par craneal de la rata (VI). Tras acceder a la érbita por su vertiente superior
externa, se aisla el musculo recto lateral (RL), en cuyo vientre se inyecta de forma
lenta, el FG, que sera transportado retrogradamente, desde los terminales nerviosos

musculares hasta los somas neuronales, situados en el tronco del encéfalo.
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4.2. Segundo grupo experimental: Para investigar los efectos a corto y

largo plazo de la administracién de distintas dosis de toxina botulinica tipo A
(TxBA), en la supervivencia de las motoneuronas del niicleo del VI par craneal,
en animales jovenes, utilizamos:

Un total de 42 ratas postnatales (de 21 dias de edad) con un peso que oscil6
entre 45 y 65 g, a las que se inyect6 en el misculo recto lateral del ojo izquierdo
distintas dosis, en Unidades (U), de TxBA (Allergan Botox®, Allergan). Los
animales los dividimos en 3 subgrupos segin el tiempo de supervivencia y 7 dias
antes del sacrificio inyectamos FG en el misculo RL de ambos ojos, para identificar
la poblacién de motoneuronas (Fig. 4):

Subgrupo A: Constituido por 12 ratas que se sacrificaron a los 30 dias de la
administracion de la TxBA. En este subgrupo se habian inyectado 0,125U en 4
animales, 1U en 4 animales y 2U en los 4 animales restantes.

Subgrupo B: Constituido por 12 ratas que fueron sacrificadas 60 dias
después de la administracion de la TxBA, inyectando 0,125U en 5 animales, 0,250U
en 4 animales y 1U en los 3 animales restantes.

Subgrupo C: Constituido por 18 ratas que se sacrificaron 90 dias después de
la inyeccion de la TxBA, administrando 0,125U en 5 animales, 0,250U en 5
animales, 1U en 5 animales y 2U en los 3 animales restantes.

Dada la dificultad para valorar en la rata de forma objetiva la existencia de
endotropia o de ptosis tras la inyeccion de TxBA en el musculo RL, para comprobar
la eficacia de la administracion de la TxBA, en un grupo adicional de 5 animales de
la misma edad, se inyectaron 2U de TxBA en el miisculo masetero izquierdo, para

observar sus efectos sobre la funcién de este musculo.
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Fig. 4. Esquema que representa
la secuencia de las inyecciones
en los animales del segundo
grupo experimental:a)Inyeccion
de toxina botulinica tipo A
(TxBA) en el musculo recto
lateral izquierdo;b)Inyeccion de
fluoro-gold (FG) en el musculo
recto lateral de ambos ojos.

4.3. Tercer grupo experimental: Para cuantificar los efectos neurotoxicos

de la doxorrubicina (DXR) sobre la supervivencia de las motoneuronas del
nicleo del VI par craneal, utilizamos:

Un total de 22 ratas de 100-150 g de peso corporal a las que se les inyectaron
5 microlitros de FG en el masculo RL de ambos ojos. Transcurridos 7 dias de esta
primera inyeccion, cuando todas las motoneuronas del ntcleo del VI par han

incorporado el trazador en su citoplasma, se administraron en el musculo RL
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izquierdo diferentes dosis de Doxorrubicina (DXR, F armiblastina®, Farmitalia Carlo
Erba, Madrid) (Fig. 5).

Dividimos este grupo en 3 subgrupos segin el tiempo de supervivencia tras la
administracién de DXR:

Subgrupo A: Constituido por 5 ratas que se sacrificaron 7 dias después de
inyectar DXR. A 2 animales se les inyectaron 200 microgramos de DXR en 5
microlitros y a los 3 animales restantes, 300 microgramos en 7,5 microlitros.

Subgrupo B: Constituido por 8 ratas que fueron sacrificadas 14 dias después
de la administracién de DXR. A 2 animales se les inyectaron 100 microgramos de
DXR en 2,5 microlitros, a 3 animales, 200 microgramos en 5 microlitros y a los 3
animales restantes 300 microgramos en 7,5 microlitros.

Subgrupo C: Constituido por 9 ratas que sacrificamos 21 dias después de
administrar la DXR. A 3 animales se les administraron 100 microgramos en 2,5
microlitros, a otros 3 animales, 200 microgramos en 5 microlitros y por iltimo, a los
3 animales restantes, 300 microgramos en 7,5 microlitros.

En los animales de los subgrupos B y C, hemos utilizado el niicleo del VI par
craneal derecho o control, para determinar el nimero de motoneuronas marcadas 21
y 28 dias después de la aplicacion de FG en el miisculo RL. Estos resultados se han

incorporado al primer grupo experimental (subgrupos B y C).
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Fig. 5. Esquema que representa
la secuencia de las inyecciones
en los animales del tercer grupo
experimental. a) Administracion
del fluoro-gold (FG) en el
musculo recto lateral de ambos
ojos; b) Administracion de la
doxorrubicina (DXR) solo en el
musculo recto lateral izquierdo.

5. Proceso tisular

5.1. Manejo del tronco del encéfalo

Todos los animales fueron sacrificados con una sobredosis intraperitoneal de
hidrato de cloral al 7%, y tras el clampaje de la aorta descendente a nivel

supradiafragmatico y la apertura de la auricula derecha, se perfundian
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transcardiacamente a través de la aorta ascendente, primero y por espacio de 2-3
minutos con 50 ml de una solucién salina (CINa al 0,9%) pasada rapidamente, y
posteriormente con 200 ml de una solucion fijadora que contenia paraformaldehido
al 4% en tamp6n fosfato 0,1 Molar a temperatura ambiente.

El troncoencéfalo se diseco bajo control microscopico, y se postfijo durante
dos horas en la misma soluciéon fijadora. Posteriormente el troncoencéfalo se
crioprotegié mediante su inmersion en una solucion de sucrosa al 30% en tampon
fosfato salino 0,1M (PBS), donde permanecia hasta que se hundia completamente
(24-36 horas).

A continuacidn procediamos al aislamiento y a la congelacién de la zona del
troncoencéfalo que contiene el nucleo del VI par craneal. La congelacion se realizd
sumergiendo el troncoencéfalo en una solucion de 2-metil butano (Fluka) enfriado a
la temperatura del nitrogeno liquido (-70° centigrados). Una vez congelada,
orientabamos la pieza y haciamos un bloque cubriéndola con "Freezing agent"
(Microm Laborgerite GmbH), bloque, que una vez atemperado (a -22° C
aproximadamente), procediamos a cortar en el criostato (JUNG CM3000, Leica).
Obtuvimos cortes coronales seriados de 30 micras de grosor que se iban ordenando
secuencialmente en portaobjetos gelatinizados. Los portas con los cortes de tejido,
eran sometidos a tres lavados de cinco minutos de duracion cada uno, en tampon
fosfato salino 0,1M (PBS) y posteriormente eran secados al aire. Finalmente, las
secciones se cubrian con una solucion 3/1 (glicerol / tampén carbonato sédico 0,1M,
pH, 9, conteniendo 0,04% de p-fenilendiamina "Sigma") para evitar la pérdida de
fluorescencia y colocdbamos un cubreobjetos que se sellaba pintandolo en todo su

perimetro con laca de ufias.
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5.2. Examen y documentacién de las secciones histologicas

Las preparaciones que contenian el nicleo del VI par se examinaron en el
microscopio de fuorescencia (Axiophot, Zeiss), utilizando el filtro ultravioleta que
permite la visualizacion de la fluorescencia del FG (excitacion BP 365/11, supresion
LP 397). Fotografiamos, con pelicula Kodak T-MAX 400, todas aquellas areas de
las secciones que mostraban neuronas marcadas con FG. Una vez revelados los
carretes, procediamos, a partir de los negativos y ayudados por una camara de
foto-video (PVH-A7ZE, Sony) y una pantalla (Trinitron, Sony), a imprimir en una
video-impresora (UP-811, Sony) utilizando papel térmico (UPP-1 10S, Sony Type I),
los negativos de las distintas secciones que constituian el nucleo, procediendo
posteriormente al contaje de las motoneuronas.

En las preparaciones de los grupos experimentales segundo y tercero
fotografiamos cada nucleo del VI par craneal por separado, primero el izquierdo,
donde habiamos inyectado la TxBA o la DXR, segun se tratara del segundo o tercer
grupo de animales respectivamente, y posteriormente el nacleo derecho (nicleo
control), que se correspondia con el musculo RL derecho donde sélo se habia
inyectado el FG en todos los casos.

Las fotografias de los nucleos del VI par craneal, donde contabamos los
somas neuronales marcados con FG, fueron realizadas siempre a 31,25 aumentos
(x1,25, aumento del optovar elegido; x10, aumento del objetivo; x 2,5 aumento
estandar del microscopio).

Las secciones del troncoencéfalo que contenian el niicleo del VI par craneal
de un animal del subgrupo C del tercer grupo experimental (procesado 21 dias
después de inyectar 200 microgramos de DXR en el musculo RL izquierdo y 28 dias
tras la administracion de FG en el RL de ambos ojos), antes de ser montadas se

tifieron con ioduro de propidio (Sigma), fotografiando ambos nucleos ese mismo dia
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(por la pérdida precoz de la tincién con ioduro de propidio), tanto con el filtro
ultravioleta que permite la visualizacion de la fluorescencia del FG, como con el
filtro que permite la visualizacion del ioduro de propidio y ademas, con la técnica de
doble exposicién, que permite fotografiar la fluorescencia de ambos en una misma

imagen.

5.3. Contaje de motoneuronas

En las motoneuronas del nicleo del VI par marcadas con FG, al igual que
ocurre en las marcadas con peroxidasa de rabano (HRP), el nucléolo no es visible,
por lo que no puede ser tomado como unidad de contaje (Labandeira-Garcia y cols.,
1983). En nuestro trabajo el contaje celular se efectué empleando como unidad el
soma neuronal, excluyendo las dendritas que muy frecuentemente aparecen en mas
de una seccion. Debido al grosor de las secciones (30 micras), y al tamafio del soma
de estas motoneuronas, éste se encontraba frecuentemente dividido entre dos de
ellas, por lo que para determinar el niimero real de motoneuronas del nucleo del VI
par craneal (N real), una vez que habiamos contado el nimero de somas en todas las
secciones (N), era necesario multiplicarlo por el factor de correccion para células
divididas de Konigsmark (F, Konigsmark, 1970): N real =N x F.

La foérmula para calcular F (Factor de correccion de Konigsmark para

células divididas) es:

F= L
t+2Jr?2 — (k/2)?
donde t = grosor de la seccién histoldgica (30 micras); r= valor medio del radio del
soma celular y k = diametro minimo celular, por debajo del cual el soma no se
mide. En nuestro caso, el valor calculado de F para neuronas marcadas con FG y

secciones histolégicas de 30 micras fué de 0,59. Para obtener este factor,
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determinamos el radio medio y el diametro minimo en 8 animales de distintas edades
(30 dias, n=2; 45 dias, n=2; 90 dias, n=2; y 120 dias, n=2) correspondientes al
primer grupo experimental. Para ello, sobre la imagen proyectada y ampliada de los
negativos obtenidos tras fotografiar los nicleos del VI par craneal de estos animales,
dibujamos los contornos de todos los somas celulares que constituian cada nucleo,
con el ratén de un ordenador, y posteriormente con la ayuda de un Analizador de
Imagenes MIP-Microm (Microm, Spain) obtuvimos el radio medio y el diametro

minimo de los citoplasmas de las motoneuronas marcadas con B
6. Analisis estadistico
El estudio estadistico de los datos obtenidos, se efectu6 utilizando los tests no

paramétricos de Kruskal Wallis y de Mann-Whitney. Las diferencias fueron

consideradas estadisticamente significativas cuando p < 0,05.
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RESULTADOS

1. Factor de Konigsmark

Para conseguir los objetivos que nos habiamos marcado en este estudio, era
preciso en primer lugar determinar el factor de correccion de Konigsmark para las
motoneuronas marcadas con FG. El uso de este factor nos permitiria obtener el
numero real de motoneuronas de cada nucleo del VI par craneal analizado.

En la tabla I recogemos las edades de los animales del primer grupo
experimental empleados para hallar el factor de Konigsmark, asi como el radio
medio y el didmetro minimo de los somas neuronales del nucleo del VI par craneal

obtenidos en dichos animales.

Edad Radio medio Diametro minimo Factor de

(dias) (r) (k) Konigsmark
(F)
30 10,38 7,29 0,6
30 10,84 5,15 0,59
45 11,63 10,93 0,59
45 12,57 13,64 0,59
90 13,12 12,45 0,56
90 12,82 14,27 0,58
120 13,11 16,16 0,59
120 12,49 14,11 0,59
MediazESM 12,12+0,37 11,75+1,33 0,59

Tabla 1. Edad de los animales, radio medio y diametro minimo de las neuronas marcadas,
utilizados para la obtencion del factor de Konigsmark. (ESM, error estandar de la media).
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En nuestro caso, el valor calculado del factor de Konigsmark para neuronas
marcadas con FG, y secciones histologicas de 30 micras de grosor, vari6 de 0,56 a

0,60 y tuvo un valor medio de 0,59.

2. Primer grupo experimental: Eficacia del fluoro-gold como marcador

retrogrado de la poblacién de motoneuronas del niicleo del VI par craneal.

Para marcar selectivamente las motoneuronas del nucleo del VI par craneal y
distinguirlas de las interneuronas de dicho nucleo, asi como de otras células
neuronales o no neuronales proximas del troncoencéfalo, utilizamos el trazador

neuronal fluoro-gold, que inyectamos en el miisculo recto lateral o externo de la rata.

2.1. Niimero de motoneuronas del niicleo del VI par craneal obtenido siete

dias tras la aplicacién del fluoro-gold.

El examen a microscopia de fluorescencia de las secciones histologicas que
contenian los nucleos del VI par craneal de los animales del subgrupo A del primer
grupo experimental, es decir, aquellos que eran sacrificados 7 dias después de
inyectar FG en el musculo RL, permitia observar las neuronas marcadas. Estas
células marcadas aparecian aproximadamente en 17-24 secciones consecutivas del
troncoencéfalo (Fig. 6). Estas motoneuronas se podian identificar por la
fluorescencia tipica del FG en el citoplasma celular y los segmentos iniciales de las
dendritas primarias, y se situaban en la protuberancia dorsal, proximas a la linea
media y al suelo del IV ventriculo, entre la rodilla del nervio facial y el fasciculo

longitudinal medial (Fig. 7).

66



Resultados

Fig. 6. Microfotografias seriadas (x40) de las secciones coronales del troncoencéfalo de una rata, 7 dias
después de inyectar fluoro-gold en el musculo recto lateral izquierdo, en las que se pueden observar las
neuronas del nicleo del VI par craneal izquierdo marcadas con el trazador. Estas secciones aparecen

ordenadas de arriba abajo y de izquierda a derecha. (IV, cuarto ventriculo; G, rodilla del facial).
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Fig. 7. Microfotografia de una seccion coronal del nicleo del VI par craneal
derecho de un animal experimental (x93), donde se observa la fluorescencia
tipica del fluoro-gold en el citoplasma y dendritas primarias de las
motoneuronas 7 dias después de inyectar el trazador en el recto lateral. (IV,
cuarto ventriculo; G, rodilla del facial).

El nimero de motoneuronas de cada nuicleo fué calculado contando los somas
neuronales de todas las secciones donde aparecian citoplasmas marcados con FG, y
multiplicando este niimero por el factor de correccion para células divididas de
Konigsmark, que como anteriormente documentamos se estimo en 0,59.

El nimero medio de motoneuronas que obtuvimos en el nicleo del VI par
craneal en el subgrupo A de animales (n= 20), fué de 271+5 (Media+tESM), (Tabla
).

En la mayoria de los animales de este subgrupo y de todos los demas grupos
que se analizaron posteriormente, observamos también de 3-5 motoneuronas

marcadas en el nticleo accesorio del VI par craneal ipsilateral.
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2.2. Utilidad del fluoro-gold como marcador persistente de las

motoneuronas del nicleo del VI par craneal.

Una vez confirmada la eficacia del FG para marcar las motoneuronas que
constituyen la poblacién del nucleo del VI par craneal, determinamos la persistencia
de este trazador fluorescente en dichas neuronas, lo que nos permitiria valorar su
utilidad para realizar estudios a corto, medio y largo plazo, de la supervivencia de
motoneuronas tras la inyeccion de sustancias neurotoxicas en el misculo RL del ojo.

Para conseguir este objetivo se analizaron dentro del primer grupo
experimental los subgrupos B, C, D, E y F, en los que tras inyectar FG en el
musculo RL de la rata, se sacrificaba al animal 21, 28, 37, 67 y 97 dias después de
dicha inyeccion respectivamente.

El examen a microscopia de fluorescencia de las secciones histologicas
correspondientes a estos nucleos del VI par craneal, nos permitié observar, que a
medida que se incrementaba el intervalo de supervivencia de los animales después
de 1a aplicacion del FG, disminuia la intensidad del marcaje, asi como el namero de
células marcadas. No se visualizaron células gliales.

El namero de motoneuronas del nucleo del VI par craneal contabilizado en
dichos subgrupos, y reflejado en la tabla II, fué de: 267+13 (n=8), 274+8 (n=9),
251£19 (n=7), 211£5 (n=6) y 1017 (n=5) (Media+ESM), para los grupos de
animales procesados a los 21, 28, 37, 67 y 97 dias, respectivamente, después de la
administracién del FG en el masculo RL (Fig. 8).

Cuando comparamos estadisticamente el niimero medio de motoneuronas
obtenido en estos subgrupos con respecto al nimero obtenido en el subgrupo A
(animales procesados 7 dias después de la inyeccion de FG en el miisculo RL), no
observamos diferencias estadisticamente significativas entre el subgrupo A y los

subgrupos de animales procesados 21 (subgrupo B), 28 (subgrupo C) y 37 (subgrupo
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D) dias tras la inyeccién del FG. Sin embargo, si observamos diferencias
significativas entre los animales procesados 7 dias tras la inyeccion de FG y los
procesados 67 y 97 dias tras la inyeccion del FG, (p<0,0005 y p<0,0008
respectivamente; test de Mann-Whitney).

Tiempo transcurrido tras la inyeccion de FG (dias)
7 21 28 37 67 97
247 279 245 228 196 72
252 238 280 275 211 113
293 228 301 336 224 110
214 330 237 273 206 106
263 290 268 233 227 104
270 221 293 174 201
263 270 297 235
280 278 259
285 287
263
266
283
314
274
309
283
293
251
268
258
Media+ESM 27145 26713 27448 25119 21145*  101+7*
%Supervivencia 99% 101% 93% 78% 37%
n 20 8 9 7 6 5

Tabla IL Numero de motoneuronas marcadas con FG tras diversos periodos
de supervivencia. (*) Diferencias estadisticamente significativas con respecto
al periodo de supervivencia de 7 dias. Test de Mann-Whitney (p<0,05).
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Para observar la diferencia del marcaje después de diversos periodos de
supervivencia, en un mismo animal inyectamos FG el musculo RL del ojo izquierdo
y 60 dias mas tarde administramos FG en el misculo RL derecho. Este animal fué
procesado 7 dias tras la segunda inyeccion, y en una seccion coronal del
troncoencéfalo del mismo, se puede observar claramente la diferencia tanto en
intensidad de marcaje, como en el nimero de motoneuronas entre sus dos nucleos

del VI par craneal, con relacion al tiempo transcurrido (Fig. 9).

N° de motoneuronas

350

300

250

200

150

100

50

7 21 28 37 67 97

Tiempo transcurrido tras la inyecciéon del FG (dias)

Fig. 8. Histograma que representa el nimero medio+ESM de células
marcadas con fluoro-gold tras diversos periodos de supervivencia. (*)
Diferencias estadisticamente significativas con respecto al periodo de
supervivencia de 7 dias. Test de Mann-Whitney (p<0,05).
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Fig. 9. Microfotografia de una seccion coronal del troncoencéfalo a nivel de
los nucleos del VI par craneal (x93), en la que se observa la diferencia tanto
en intensidad de marcaje como en el nimero de motoneuronas entre el nicleo
izquierdo (I) y el derecho (D) marcados 67 y 7 dias, respectivamente, antes de
procesar el animal. (IV, cuarto ventriculo; G, rodilla del facial).

2.3. Posibles efectos sobre la supervivencia neuronal del marcaje con

fluoro-gold.

Para estudiar si la disminucién del nimero de motoneuronas marcadas en el
nucleo del VI par craneal podria deberse no a una pérdida del marcaje, sino a un
efecto toxico del marcador, que produjera la muerte de estas células, a dos animales
(subgrupo G del primer grupo experimental) se les inyecté FG en el masculo RL del
ojo izquierdo y 60 dias mas tarde (periodo en el que hemos objetivado que
disminuye el nimero de células marcadas con FG de forma estadisticamente

significativa), se realiz6 de nuevo otra inyeccion de FG en el mismo musculo,
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sacrificandolos a los 7 dias de la segunda inyeccion. El numero de motoneuronas de
estos dos animales fué de 283 y 309. Estos numeros de motoneuronas se encuentran
dentro del rango obtenido en el subgrupo A de animales, procesados 7 dias tras la
inyeccion del FG en el masculo RL. Asi mismo no se observd ninguna alteracion

morfologica evidente de las neuronas marcadas (Fig.10).

Fig. 10. Microfotografia (x93) de una seccion coronal del troncoencéfalo de
un animal cuyo musculo recto lateral izquierdo fué reinyectado con
fluoro-gold 60 dias tras la primera inyeccion y que fué procesado 7 dias mas

tarde. (IV, cuarto ventriculo; G, rodilla del facial).

73



Resultados

3. Segundo grupo experimental: Efectos a corto y largo plazo de la
administracion de distintas dosis de toxina botulinica tipo A, en el musculo recto

lateral.

En este grupo de animales queriamos valorar los efectos sobre la
supervivencia de las motoneuronas del nicleo del VI par craneal, de Ia
administacion de TxBA en el masculo RL. Como los resultados del primer grupo
experimental indicaban que el FG comenzaba a desaparecer de los somas neuronales
37 dias después de su administracién intramuscular, en este grupo experimental
inyectamos primero la TxBA y posteriormente el FG, 7 dias antes de procesarlos, ya
que los tiempos de supervivencia en los animales de los subgrupos B y C
sobrepasaban los tiempos de permanencia Optimos del FG en el soma de las
motoneuronas.

La inyeccion de TxBA fué realizada en el musculo RL izquierdo, y la
inyeccion de FG fué bilateral, para utilizar el marcaje del nicleo del VI par derecho
como control.

El examen a microscopia de fluorescencia de las secciones histologicas del
troncoencéfalo correspondientes a estos nicleos del VI par craneal, nos permitié
observar que no existian diferencias evidentes ni en el nimero de motoneuronas ni
en la intensidad de marcaje entre los niicleos izquierdo o experimental y derecho o
control de un mismo animal. Asi mismo, no se visualizaron células gliales marcadas.

A continuacién contamos el nimero de citoplasmas marcados con FG en cada
nicleo y hallamos el nimero final de motoneuronas aplicando el factor de
correccién de Konigsmark ya estimado, tanto en el niicleo izquierdo o experimental,
como en el derecho o control.

En los animales del subgrupo A, aquellos que eran sacrificados 30 dias

después de la administracion de la TxBA, el numero total de motoneuronas
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marcadas fué de 294+5 (n=4), 314+10 (n=4) y 304+11 (n=4) (Media=ESM) en el
niicleo experimental izquierdo, correspondiente al musculo RL donde se habian
inyectado 0,125U, 1U y 2U (Fig. 11) respectivamente de TxBA, frente a las 303+6
(n=4), 311£11 (n=4) y 301+8 (n=4) que se contabilizaron respectivamente en el
nicleo control derecho de estas ratas (Tabla III). Cuando comparamos el nimero
medio de motoneuronas marcadas en el nucleo del VI par craneal experimental con
el del nicleo control contralateral de cada animal de este grupo, no encontramos

diferencias estadisticamente significativas (test de Mann-Whitney, p>0,05).

Fig. 11. Microfotografia de fluorescencia de una seccion coronal del
troncoencéfalo que incluye ambos nicleos del VI par craneal (x93), 30 dias
después de inyectar 2U de TxBA en el muasculo recto lateral izquierdo y 7 dias
después de inyectar fluoro-gold en ambos musculos rectos laterales. Tanto el
nicleo izquierdo (I) como el derecho (D) presentaban un nimero similar de
motoneuronas. (IV, cuarto ventriculo; G, rodilla del facial).
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Dosis TxBA Nicleo Control [Nucleo Experimental
0,125U 297 290
302 291
320 308
293 287
Media=ESM 303+6 29415
% Supervivencia 97%
n 4 4
1U 285 289
299 306
327 330
332 330
Media+tESM 311+11 314£10
% Supervivencia 101%
n 4 4
2U0 293 298
292 290
324 337
296 289
Media+tESM 301+8 304+11
% Supervivencia 101%
n 4 4

Tabla ITI. Numero de motoneuronas marcadas con FG en el nicleo del
VI par craneal derecho (control) e izquierdo (experimental) de los
animales procesados 30 dias tras la inyeccion de TxBA, y porcentaje de
supervivencia en el nucleo experimental respecto al control.

El niimero de motoneuronas del nicleo del VI par craneal izquierdo o

experimental de los animales del subgrupo B, que fueron sacrificados 60 dias
después de la administraciéon de 0,125U, 0,250U y 1U de TxBA en el musculo RL
izquierdo, fué de 308+9 (n=5), 331£17 (n=4) y 303+13 (n=3) (Media+tESM)
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respectivamente, frente a las 311+10 (n=4), 321+10 (n=4) y 31518 (n=3) que se
contabilizaron respectivamente en el nacleo control derecho de esas ratas (Tabla IV).
No se observaron diferencias estadisticamente significativas (test de Mann-Whitney)
entre el nimero medio de motoneuronas del nucleo experimental y el del nucleo

control de cada animal.

Dosis TxBA Nicleo Control |Nucleo Experimental
0,125U 309 327
309 304
336 322
288 277
308
Media=ESM 311£10 308+9
% Supervivencia 99%
n 4 -
0,250 U 339 355
299 299
338 365
309 304
Media=ESM 321£10 331+17
% Supervivencia 103%
n 4 4
1U 309 314
348 317
287 278
Media+tESM 315+18 303+13
% Supervivencia 96%
n 3 3

Tabla IV. Numero de motoneuronas marcadas con FG en el nucleo del
VI par craneal derecho (control) e izquierdo (experimental) de los
animales procesados 60 dias tras la inyeccion de TxBA, y porcentaje de
supervivencia en el nucleo experimental respecto al control.
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Cuando los animales se sacrificaron 90 dias después (subgrupo C) de la
administracion de 0,125U, 0,250U, 1U y 2U (Fig. 12) de TxBA en el musculo RL
izquierdo, el nimero de motoneuronas del nicleo del VI par craneal izquierdo o
experimental fué de 309+12 (n=5), 316+21 (n=5), 339+13 (n=5) y 307£16 (n=3)
(Media+ESM) respectivamente, frente a las 304+11 (n=5), 315+18 (n=4), 343+16
(n=5) y 301+16 (n=3) que se contabilizaron respectivamente en el niicleo control
derecho de estas ratas (Tabla V). Las diferencias entre el nimero medio de
motoneuronas obtenido en los dos nucleos, control y experimental, de cada animal

de este grupo, no fueron estadisticamente significativas (test de Mann-Whitney).

Fig. 12. Microfotografia de fluorescencia de una seccion coronal del
troncoencéfalo que incluye ambos nucleos del VI par craneal (x93), 90 dias
después de inyectar 2U de TxBA en el musculo recto lateral izquierdo y 7 dias
después de inyectar fuoro-gold en ambos musculos rectos laterales. Tanto el
nucleo izquierdo (I) como el derecho (D) presentaban un numero similar de
motoneuronas. (IV, cuarto ventriculo; G, rodilla del facial).
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Dosis TxBA Nicleo Control Niicleo Experimental
0,125U 314 338
303 309
288 280
340 331
277 286
Media+ESM 304+11 309+12
% Supervivencia 102%
n 5 5
0,250 U 286 290
356 360
281 279
335 373
279
MediatESM 315+18 316421
% Supervivencia 100%
n 4 5
1U 391 380
350 337
295 301
349 341
331 336
Media+tESM 343+16 339+13
% Supevivencia 99%
n 5 5
2U 286 289
333 339
283 294
Media+ESM 301+16 307+16
% Supervivencia 102%
n 3 3
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animales procesados 90 dias tras la inyeccion de TxBA, y porcentaje-de
supervivencia en el nicleo experimental respecto al control.
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Ademas, en cada subgrupo de animales y para cada una de las dosis de TxBA
administradas, calculamos el porcentaje de supervivencia de la poblacion de
motoneuronas del nicleo del VI par craneal izquierdo, que podia haber
experimentado cambios tras la administracion de toxina en el misculo al que inerva,

respecto a la del nucleo contralateral control (Tablas III, IV, V' y VI).

Periodo de | Motoneuronas Dosis de toxina botulinica tipo A
Supervivencia | Supervivientes| 0,125 U 0,250 U 1U 2U

30 dias Media+tESM 294+5 314£10 304+11
% 97% 101% 101%
n 4 4 4

60 dias Media+ESM 308+9 331x17 303£13
% 99% 103% 96%
n 5 4 3

90 dias Media+ESM 309+12 316+21 339+13 307£16
% 102% 100% 99% 102%
n 5 5 5 3

Tabla VI. Numero de motoneuronas marcadas con FG en el nicleo del VI par craneal izquierdo tras la
administracion de TxBA. % de supervivencia respecto al nicleo control contralateral.

También, comparamos el niimero medio de neuronas marcadas entre todos los
subgrupos experimentales, utilizando el test de Kruskal-Wallis, no observando
diferencias estadisticamente significativas (p>0.6), lo que nos indica que tampoco el
tiempo de supervivencia modificaba el niimero de células marcadas.

Cuando valoramos los efectos de la TxBA en los 5 animales adicionales de
este grupo, a los que habiamos inyectado 2U de la misma en el musculo masetero
izquierdo, observamos que a los 21 dias de la inyeccion, su peso oscilaba entre 83 y
110 gramos, mientras que el del resto de ratas de la misma edad, en las que
inyectamos la TxBA en el misculo RL izquierdo, oscilaba entre 135 y 155 gramos.
Pensamos que el menor peso fue debido a la dificultad en la masticacion por la

paralisis flaccida que se producia secundariamente a la inyeccion de la TxBA.
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4. Tercer grupo experimental: Cuantificacion de los efectos neurotoxicos
de la administracion intramuscular de doxorrubicina sobre la supervivencia de

las motoneuronas del niicleo del VI par craneal.

En este grupo de animales queriamos valorar los efectos sobre la
supervivencia de las motoneuronas del nucleo del VI par craneal, de la
administracién de un conocido agente neurotéxico, la DXR, en el muasculo RL, lo
que nos proporcionaria un modelo experimental de muerte neuronal.

En este grupo experimental inyectamos primero el FG y posteriormente la
DXR, sacrificando a los animales 7, 14 6 21 dias después de esta ultima inyeccion,
de manera que el tiempo de supervivencia maximo tras la administracion del FG fué
de 28 dias (subgrupo C), periodo por otra parte, compatible con los tiempos de
permanencia 6ptimos del FG en el soma de las motoneuronas, como documentamos
anteriormente.

La inyeccion de DXR fué realizada en el misculo RL izquierdo, y la
inyeccion previa (7 dias antes) de FG fué bilateral, para utilizar el marcaje del
nucleo del VI par derecho como control.

El examen a microscopia de fluorescencia de las secciones histologicas
permiti6 observar, que las motoneuronas del niicleo del VI par craneal presentaban
en los somas y dendritas primarias la fluorescencia caracteristica del FG, y que en
los niicleos correspondientes al musculo RL izquierdo de todos los subgrupos,
ademas de una disminucién en el numero de motoneuronas, se apreciaron otras
células intensamente marcadas con FG que tenian un soma pequefio € irregular del
que emanaban procesos finos y tortuosos. Esas células, que se diferenciaban
morfolégicamente de las motoneuronas, presentaban el tipico aspecto de la microglia

(Figs. 13-16).
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El nimero de motoneuronas de cada nicleo fué calculado por contaje de los
somas neuronales en todas las secciones donde aparecian citoplasmas marcados con
FG, usando el factor de correccion para células divididas de Konigsmark, que como
anteriormente documentamos, se estimé en 0,59.

Comparando el nimero medio de motoneuronas marcadas en el nucleo del VI
par craneal izquierdo con las del nicleo control contralateral de cada animal,
hallamos el porcentaje de supervivencia de la poblacion de motoneuronas del nucleo
del VI par craneal tras la administracion de DXR .

En los animales del subgrupo A, aquellos que eran sacrificados 7 dias después
de la administracion de 200 6 300 microgramos de DXR en el musculo RL
izquierdo, el nimero total de motoneuronas marcadas en el nucleo del VI par craneal
izquierdo o experimental fué de 216+6 (n=2) y 206+8 (n=3) (Media=ESM)
respectivamente, que se corresponde a un 80% y un 77% con respecto al namero de

motoneuronas de los nucleos controles derechos (Tablas VII y X).

Dosis DXR Nicleo Control Nucleo Experimental
200 pg 209 210
329 222
Media+ESM 269+60 2166
% Supervivencia 80%
n 2 2
300 pg 251 222
286 201
263 195
Media+ESM 267+10 2068
% Supervivencia 77%
n 3 3

Tabla VII. Supervivencia de las motoneuronas del nucleo del VI par
craneal 7 dias después de la administracion de DXR en el musculo

recto lateral izquierdo.
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El niimero de motoneuronas del nicleo del VI par craneal izquierdo o
experimental de los animales que fueron sacrificados 14 dias después de la
administracion de 100, 200 (Fig. 13) 6 300 microgramos de DXR en el muasculo RL
izquierdo, fué de 90+4 (n=2), 66+4 (n=3), 47+11 (n=3) (Media+ESM)
respectivamente, que se corresponde a un 35%, un 23% y un 18% con respecto al

nimero de motoneuronas de los nucleos controles derechos (Tablas VIII y X).

Fig. 13. Microfotografia de una seccién coronal del troncoencéfalo que
incluye ambos nicleos del VI par craneal (x93), 21 dias después de aplicar
fluoro-gold en ambos musculos rectos laterales y, 14 dias después de inyectar
200 pg de DXR en el musculo recto lateral izquierdo. El nicleo derecho (D)
presenta un aspecto normal. Sin embargo, en el nicleo izquierdo (I), se
observan menos motoneuronas marcadas con fluoro-gold y células de la
microglia (flecha) intensamente marcadas. (IV, cuarto ventriculo; G, rodilla
del facial).
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Dosis DXR Nicleo Control |Niucleo Experimental
100 pg 279 86
238 94
Media:ESM 259+21 90+4
% Supervivencia 35%
n 2 2
200 ug 228 60
330 74
290 64
MediaxESM 249420 664
% Supervivencia 23%
n 3 3
300 ug 221 52
270 64
278 25
Media+ESM 256+18 4711
% Supervivencia 18%
n 3 3

Tabla VIII. Supervivencia de las motoneuronas del nucleo del VI par
craneal 14 dias después de la administracion de DXR en el musculo

recto lateral izquierdo.
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Cuando los animales se sacrificaron 21 dias después (subgrupo C) de la
administracion de 100 (Fig. 14), 200 6 300 (Figs. 15 y 16) microgramos de DXR en
el masculo RL izquierdo, el nimero de motoneuronas del niicleo del VI par craneal
izquierdo o experimental fué de 109424 (n=3), 58+12 (n=3), 536 (n=3)
(MediatESM) respectivamente, que se corresponde a un 40%, un 22% y a un 16%
con respecto al nimero de motoneuronas de los nucleos controles derechos (Tablas

Xy X).

Fig. 14. Microfotografia de una seccién coronal del troncoencéfalo que
incluye ambos nicleos del VI par craneal (x93), 28 dias después de aplicar
fluoro-gold en ambos musculos rectos laterales y, 21 dfas después de inyectar
100 pg de DXR en el musculo recto lateral izquierdo. En el nicleo izquierdo
(I), se observan menos motoneuronas marcadas con fluoro-gold y células de
la microglia (flecha) intensamente marcadas. El nicleo derecho (D) tiene un
aspecto normal. (IV, cuarto ventriculo; G, rodilla del facial).
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Fig. 15. Microfotografia de una seccién coronal del troncoencéfalo que incluye ambos
ntcleos del VI par craneal (x93), 28 dias después de aplicar fluoro-gold en ambos misculos
rectos laterales y, 21 dias después de inyectar 300 mg de DXR en el misculo RL izquierdo.
En el nicleo izquierdo (I), se aprecian menos motoneuronas marcadas con fluoro-gold y
células de la microglia (flecha) intensamente marcadas. El nicleo derecho (D) tiene un
aspecto normal. (IV, cuarto ventriculo; G, rodilla del facial).

Fig. 16. Microfotografia (x185) en la que se pueden observar a mayor aumento muchas
células de la microglia intensamente marcadas con fluoro-gold (flechas), en otra seccion del

troncoencéfalo del mismo animal de la figura anterior. (G, rodilla del facial).
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Dosis DXR Niicleo Control |Niicleo Experimental
100 pg 245 65
280 149
301 114
MediatESM 27516 109+24
% Supervivencia 40%
n K] 3
200 pg 237 66
268 74
293 34
MediatESM 266+16 58+12
% Supervivencia 22%
n 3 3
300 pg 297 61
259 57
287 41
Media+tESM 281+11 53+6
% Supervivencia 16%
n 3 3

Resultados

Tabla IX. Supervivencia de las motoneuronas del nucleo del VI par
craneal 21 dias después de la administracion de DXR en el musculo
recto lateral izquierdo.

El nimero de motoneuronas de los niicleos del VI par craneal de los animales
procesados 7 dias después de la administracion de DXR, fué discretamente inferior
al obtenido en los nucleos contralaterales. Sin embargo, a los 14 dias (subgrupo B)
de la administracién de la DXR, el porcentaje de supervivencia de las motoneuronas
del nicleo del VI par craneal izquierdo disminuyé ostensiblemente, lo que sugiere

que entre la primera y la segunda semana se produce la muerte de gran parte de la
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poblacién de motoneuronas que inervan al musculo RL izquierdo. Esta disminucion
del porcentaje de supervivencia se mantuvo en los animales que fueron sacrificados
21 dias tras la inyeccién de DXR (subgrupo C), sugiriendo que este proceso de
muerte neuronal se produce principalmente entre la primera y la segunda semana
después de la administracién de la DXR (Tabla X, Fig. 17).

Por otra parte, dentro de cada uno de estos subgrupos de animales,
observamos un menor porcentaje de supervivencia conforme aumenta la dosis de
DXR administrada, lo que sugiere que este efecto neurotoxico es dosis-dependiente

(Tabla X, Fig. 17).

Dosis de DXR
200 ug 300 ug

N° de motoneuronas

250
2001
150"

100"

50|

7 14 21
Tiempo transcurrido tras la inyeccién de DXR (dias)

Fig. 17. Histograma que representa el numero mediotESM de células
marcadas con fluoro-gold después de varios periodos de tiempo tras la
administracién de diferentes dosis de DXR en el musculo recto lateral
izquierdo.
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Periodo de | Motoneuronas Dosis de Doxorrubicina
Supervivencia | Supervivientes 100 pg 200 pg 300 pg
7 dias MediaxESM 216+6 206+8
% 80% 77%
n 2 3
14 dias MediatESM 90+4 66+4 47+11
% 35% 23% 18%
n 2 3 3
21 dias MediatESM 109+24 58+12 53+6
% 40% 22% 16%
n 3 3 3

Tabla X. Supervivencia de las motoneuronas del niicleo del VI par craneal
tras la administracion de DXR en el musculo recto lateral izquierdo.

Las secciones del troncoencéfalo que contenian el nicleo del VI par craneal
de un animal del subgrupo C (procesado 21 dias después de inyectar 200
microgramos de DXR en el masculo RL izquierdo), antes de ser montadas se tifieron
con ioduro de propidio con el fin de confirmar que la disminucién del numero de
motoneuronas del niicleo del VI par craneal izquierdo, se debia a la muerte neuronal
secundaria a la administracion de la DXR, y no a una pérdida de la fluorescencia
neuronal. En la figura 18, observamos una microfotografia panoramica realizada con
la técnica de doble exposicion, de una seccién del troncoencéfalo de este animal que
incluye ambos niicleos (derecho e izquierdo) del VI par craneal marcados con FG e
ioduro de propidio. En el nucleo izquierdo observamos menor numero de
motoneuronas marcadas que en el nicleo derecho, asi como la presencia de células
gliales. En la figura 19 podemos observar 3 fotografias a mayor aumento de cada
uno de esos niicleos, realizadas una con la técnica de doble exposicion y las otras
con dos filtros diferentes, uno que nos permite la visualizacion del FG y el otro la
del ioduro de propidio. En ellas podemos confirmar la diferencia en el niamero de

motoneuronas entre ambos nucleos y, que en el nicleo izquierdo se observa tanto un
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menor numero de motoneuronas marcadas con FG, como un menor numero de
células grandes (presumiblemente, motoneuronas) tefiidas con ioduro de propidio, lo

que indica que parte de las motoneuronas han muerto, como consecuencia de la

administracion de DXR.

Fig. 18. Microfotografia tomada al microscopio de fluorescencia con la
técnica de doble exposicion, de una seccion coronal del troncoencéfalo (x93)
tefiida con ioduro de propidio, que incluye ambos nuicleos del VI par craneal
de un animal procesado 28 dias después de inyectar fluoro-gold en ambos
musculos rectos laterales, y 21 dias después de inyectar 200 pg de DXR en el
musculo recto lateral izquierdo. En el nucleo izquierdo (I) se observa un
menor nimero de motoneuronas marcadas que en el nicleo derecho (D), asi
como la presencia de células gliales. (IV, cuarto ventriculo, G, rodilla del
facial).
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Fig. 19. Microfotografias a mayor aumento (x128) de los niicleos derecho (D) e izquierdo (I) de la figura
anterior, realizadas con la técnica de doble exposicion (a), con el filtro del fluoro-gold (b) y con el filtro del
ioduro de propidio (c). En el niicleo izquierdo se observa un menor niimero de motoneuronas marcadas

(flechas) tanto con el fluoro-gold como con el ioduro de propidio.
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Discusion

DISCUSION

1. Eleccién del niicleo del VI par craneal

El estudio de la localizacién y organizacién de las neuronas que constituyen
los nicleos oculomotores ha estado cronolégicamente ligado, por su dificultad, al
progreso de las técnicas utilizadas para estudiar conexiones neuroanatémicas.
Debido a que los nicleos oculomotores se encuentran en el troncoencéfalo junto a
otros niicleos neuronales, células no neuronales e importantes fasciculos nerviosos, y
a que los limites de algunos grupos neuronales no estan bien definidos, su
identificacién no tuvo éxito hasta Warwick (1953), que usé técnicas de degeneracion
neuronal retrograda que le permitieron definir los nicleos oculomotores del mono.

Tarlov y Tarlov (1971) documentaron, utilizando también técnicas de
degeneracion retrograda, que los nucleos oculomotores del gato tenian una
organizacion diferente a la del mono, confirmando la existencia de diferencias entre
diversas especies, hecho que habia contribuido a la controversia en investigaciones
previas. Estos autores ademas observaron que las técnicas de degeneraciéon neuronal
retrograda, basadas en la distribucion de la cromatolisis después de la seccion
nerviosa, presentaban ventajas sobre las técnicas de estimulacion eléctrica para
localizar los cuerpos celulares que inervan cada misculo extraocular.

En la década de los 70, la introduccion de las técnicas de trazado axonal
como la peroxidasa de rabano (HRP) y los trazadores fluorescentes permiti6 el
estudio mas detallado de estos nicleos. Asi, en 1971, Kristensson y Olsson
demostraron que la HRP tras ser inyectada en el musculo gastrocnemius de ratones,
es transportada retrogradamente por los axones hasta las motoneuronas aferentes.
Gacek (1974) utilizo6 el transporte retrogrado de la HRP para estudiar las

motoneuronas de los niicleos oculomotores del gato recién nacido y documento6 que
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esta técnica presentaba ventajas sobre las técnicas de degeneracion neuronal
retrograda, ya que permite marcar todas las neuronas, independientemente de su
tamafio, por lo que éstas se pueden localizar y diferenciar claramente de las neuronas
no marcadas. Sin embargo, los cambios morfoldgicos degenerativos que se producen
después de la seccién de ramas nerviosas son dificiles de evaluar al microscopio en
neuronas de pequefio tamafio, y ademas, no todas las neuronas presentan iguales
cambios morfoldgicos tras la seccion axonal.

Posteriormente a estos estudios, la utilizacion de sustancias fluorescentes que
también se transportan retrogradamente por los axones, después de ser inyectadas en
uno o mas musculos extraoculares, ha permitido obtener una idea mas precisa de la
posicién relativa de distintos subgrupos neuronales en un mismo niicleo oculomotor
(Labandeira-Garcia y cols., 1983).

El presente estudio tenia por finalidad desarrollar un modelo experimental
que permitiera cuantificar los efectos que pudieran tener determinadas sustancias
neurotéxicas sobre la supervivencia de las motoneuronas que inervan los musculos
extraoculares. Hemos utilizado para realizar nuestro trabajo la poblacion de
motoneuronas del nacleo del VI par craneal de la rata, que presenta varias ventajas
para investigar con métodos cuantitativos los efectos de la administracion de
sustancias neurotoxicas sobre la supervivencia de las motoneuronas. En primer
lugar, la poblaciéon de motoneuronas de este niicleo inerva un unico musculo, el RL
ipsilateral. Ademas, ese musculo es facilmente accesible a las manipulaciones
experimentales, lo que permite no lesionar otros miusculos extraoculares u otras
estructuras del globo ocular durante la manipulacion quirirgica. También, es posible
acceder a este musculo y manipularlo mas de una vez, si fuera necesario. Por tltimo,
la zona del troncoencéfalo donde se localiza este nucleo, es facilmente identificable
por una serie de estructuras anatomicas que se localizan en sus proximidades, como

el cuarto ventriculo y la rodilla del nervio facial, lo que nos permite preseleccionar
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las secciones histologicas en las que se encuentran las motoneuronas del nicleo del

VI par craneal.

2. Uso del fluoro-gold para marcar las motoneuronas del niicleo del VI
par craneal

La utilizacién de trazadores neuronales fluorescentes aplicados a los
territorios de proyeccién o dianas, para marcar las neuronas aferentes, permite
realizar estudios cuantitativos in vivo de supervivencia neuronal (Vidal-Sanz y cols.,
1988; Villegas-Pérez y cols., 1993; Peinado-Ramoén, 1996; Sellés-Navarro, 1996).
Debido a que en el nicleo del VI par craneal las motoneuronas coexisten con las
interneuronas, de las que no es posible distinguirlas usando técnicas de tincién
histolégica clasicas como el violeta de cresilo, y a que las sustancias neurotoxicas
pueden inducir cambios del fenotipo neuronal, para poder identificar las
motoneuronas, las hemos marcado previamente a cualquier manipulacion
experimental con un trazador neuronal fluorescente, el FG. Entre las posibles
ventajas que tiene este trazador neuronal destacamos que €s hidrosoluble, produce
un intenso marcaje del soma celular y sus dendritas primarias, la fluorescencia no se
disipa rapidamente con la exposicion a rayos ultravioletas, no difunde fuera del soma
celular y se transporta retrogradamente en un tiempo 6ptimo de aproximadamente
5.7 dias (Schmued y Fallon, 1986). Ademas, se habia sugerido que el FG puede
persistir largos periodos de tiempo en el soma neuronal (Schmued y Fallon, 1986;
Snyder-Keller, 1988; del Cerro vy cols., 1990; Divac y Mogensen, 1990;
Merchenthaler, 1991).

La técnica quirargica que hemos empleado para acceder al musculo RL,
difiere de la utilizada por otros autores (Glicksman, 1980; Labandeira-Garcia y cols.,

1983; Cabrera y cols., 1988), que no accedieron al musculo a través de la vertiente
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superior externa de la orbita, sino que lo hicieron mediante una incisién en la
conjuntiva. Estos autores ademas producian un colapso parcial del globo ocular y
extirpaban los musculos circundantes al musculo inyectado. Nuestra técnica nos
permite no dafiar el globo ocular, de hecho ningun animal de nuestros experimentos
al ser procesado tenia alteracion alguna objetivable en el mismo.

El volumen (5 microlitros) de FG al 3% que hemos inyectado en el RL de la
rata era similar al que emplearon, en este mismo animal, otros autores Como
Glicksman (1980) y Labandeira-Garcia y cols. (1983) que inyectaron 3 microlitros y
de 4-6 microlitros respectivamente de una solucion de HRP en dicho musculo, pero
menor al empleado por Cabrera y cols. (1988), que inyectaban en el RL 15
microlitros de la soluciéon de HRP. Asi mismo, hemos empleado una concentracion
al 3% de FG que nos ha permitido obtener un buen marcaje neuronal con
inapreciable lesién en el lugar de inyeccién. Aunque no hemos realizado estudios
anatomopatoldgicos de los musculos inyectados, en los animales en los que tras una
primera inyecciéon de FG, su muasculo RL recibia una nueva inyeccion bien de FG
(subgrupo G del primer grupo experimental) o de DXR (tercer grupo experimental),
no hemos observado ninguna alteracién macroscopica muscular al realizar la
segunda inyeccion.

En nuestro estudio hemos considerado que el intervalo de tiempo 6ptimo que
debia transcurrir desde que aplicibamos el FG en el misculo RL, hasta que llegaba
al soma de las motoneuronas del nicleo del VI par y producia un buen marcaje de
las mismas, era de 7 dias. Sellés-Navarro y cols. (1996) han documentado, tras
aplicar FG en ambos coliculos superiores y el nucleo geniculado dorsolateral de la
rata, que el intervalo de tiempo optimo que debia de transcurrir para obtener un buen
marcaje retrogrado de la totalidad de la poblacion de células ganglionares de la

retina era de 7 dias, ya que si utilizaban intervalos de tiempo menores (4 dias),
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muchas células ganglionares no se marcaban y las que lo hacian presentaban una

fluorescencia muy débil.

2.1. Eficacia del fluoro-gold para marcar las motoneuronas que inervan el

musculo recto lateral

En los aninales que constituian el subgrupo A del primer grupo experimental
hemos determinado la eficacia del FG para marcar la totalidad de la poblacion de
motoneuronas del nicleo del VI par craneal. En nuestro estudio era fundamental
poder identificar la totalidad de la poblacion de motoneuronas de manera fiable y
repetible, para poder efectuar estudios cuantitativos.

Al examinar al microscopio de fluorescencia las secciones histologicas
seriadas del troncoencéfalo que correspondian a estos nucleos, observabamos células
que mostraban la tipica fluorescencia del FG tanto en el soma celular como en sus
dendritas proximales. Como el trazador neuronal sélo se habia inyectado en el
musculo RL, asumimos que las células marcadas corresponden a las motoneuronas
que inervan este masculo. El nimero medio de motoneuronas marcadas con FG en
estos animales fué de 271. Este nimero es comparable al obtenido en estudios
previos que han utilizado otros trazadores neuronales como la peroxidasa de rabano
(Labandeira-Garcia y cols., 1983; Cabrera y cols., 1988) y marcadores fluorescentes
como la bisbenzimida y la DAPI-primulina (Labandeira-Garcia y cols., 1983)
inyectados en el musculo RL para estudiar estas motoneuronas, de lo que deducimos
que la eficacia del FG para marcar esta poblacion neuronal es al menos similar a la
de otros trazadores neuronales. Del mismo modo, cuando se utiliza FG en otros
sistemas, como el retino-tectal, el nimero de neuronas marcadas retrogradamente es
similar al que se obtiene con otros trazadores neuronales fluorescentes y no

fluorescentes (Peinado-Ramon y cols., 1996; Sellés-Navarro y cols., 1996).
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En la mayoria de los animales procesados encontramos de 3-5 motoneuronas
marcadas en el niicleo accesorio del VI par craneal ipsilateral, que podria ser debido
a la difusion del FG hacia el misculo retractor bulbi y la captacion del trazador por
algunas motoneuronas que inervan este musculo. Este hecho también ha sido
referido por Glicksman (1980) cuando inyectaba HRP en el misculo RL.

Cuando analizamos el tamafio de las motoneuronas constituyentes del nicleo
del VI par craneal, estimamos que estas neuronas tienen un diametro medio de 24,24
micras. Este dato concuerda con los de otros autores, asi, Labandeira-Garcia y cols.
(1983) estimaron que el diametro medio de estas motoneuronas es de 21,4 micras,
mientras que Cabrera y cols. (1988) estimaron que el didmetro medio de dichas
células es de 26 micras. Las diferentes técnicas para procesar el tejido utilizadas en
cada estudio, podrian ser las responsables de las diferencias existentes en el tamaiio
neuronal. En nuestro estudio hemos observado también que el tamafio de las

motoneuronas del nicleo del VI par craneal varia con la edad del animal.

2.2. Persistencia del marcaje con fluoro-gold

Aunque se ha sugerido que el FG persiste en los somas celulares durante
largos periodos de tiempo (Schmued y Fallon, 1986; Snyder-Keller, 1988; del Cerro
y cols., 1990; Divac y Mogensen, 1990; Merchenthaler, 1991), en nuestro estudio
hemos observado en los animales del primer grupo experimental una progresiva
disminucién en la intensidad de la fluorescencia y el numero de motoneuronas
marcadas con FG a partir de los 37 dias de la inyeccion del trazador, y a medida que
aumentaba el periodo de supervivencia del animal. El analisis estadistico de nuestros
datos documenta que tras un periodo de supervivencia de 67 y 97 dias tras la
inyeccion del trazador, el numero de motoneuronas marcadas con FG disminuye

significativamente. A los 67 dias de la inyeccion del FG el numero de estas
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motoneuronas representa el 78% de las motoneuronas marcadas a los 7 dias, y a los
97 dias s6lo permanecian marcadas un 37% de las motoneuronas marcadas a los 7
dias, por lo que pensamos que el FG comienza a desaparecer de los somas
neuronales a partir de los 37 dias de su aplicacién en el musculo RL. Estas
observaciones, que difieren de lo comunicado por algunos autores (Schmued y
Fallon, 1986; Snyder-Keller, 1988; del Cerro y cols., 1990; Divac y Mogensen,
1990; Merchenthaler, 1991), coinciden sin embargo, con las de otros autores que han
documentado que el niimero de neuronas marcadas con FG en la médula espinal del
ratén (Crews y Wigston, 1990), en la sustancia negra de la rata (Sauer y Oertel,
1994) y en la retina de la rata (Sellés-Navarro y cols., 1996), disminuye conforme

aumenta el intervalo de tiempo tras la aplicacion del trazador.

2.3. Neurotoxicidad del fluoro-gold

La progresiva disminucion tanto en la intensidad del marcaje como en el
namero de motoneuronas marcadas con FG, en los animales procesados a los 67 y
97 dias de la inyeccion de FG, podria deberse, bien a una pérdida del marcaje, o
también a la muerte de células marcadas porque el FG tuviera un efecto neurotoxico
sobre esta poblacion neuronal. Sin embargo, los experimentos realizados en los
animales del subgrupo G del primer grupo experimental han descartado esta ultima
posibilidad, ya que hemos observado que cuando se vuelve a aplicar el FG en el
masculo RL, 60 dias después de la primera inyeccion, cuando las neuronas han
perdido parte de la fluorescencia, el namero de motoneuronas marcadas 7 dias mas
tarde, era similar al obtenido en los animales del subgrupo A del primer grupo
experimental, procesados solamente 7 dias después de la aplicacion del FG, lo que
sugiere que no se ha producido muerte neuronal, porque las neuronas han vuelto a

marcarse. Otro dato a favor de ausencia de muerte neuronal durante este periodo, es
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que en los animales en los que se observaba una disminucion del namero de células
marcadas con el tiempo de supervivencia, no se observaron células microgliales
marcadas con FG, una observacion caracteristica tras procesos de muerte de
neuronas previamente marcadas con trazadores fluorescentes, como el Dil, el
Di-ASP (Thanos, 1991a,b) o el FG (Crews y Wigston, 1990; Rinaman y cols., 1991;
Sauer y Oertel, 1994; Peinado-Ramon, 1996, Sellés-Navarro, 1996), y que nosotros
hemos observado en todos los animales en los que se inyectdé DXR (ver mas
adelante). Asi, los detritus de las motoneuronas marcadas con FG son fagocitados
por microglia reactiva que los incorpora en su citoplasma, tornandose de esta manera
fluorescente. Por todo ello, pensamos que la pérdida del marcaje que observamos
con el tiempo en nuestros experimentos podria ser debida a que el fluorocromo una
vez en el soma neuronal, sufriera una pérdida de fluorescencia o que algiun proceso

de tipo metabolico pueda alterar su fluorescencia.

3. Admini i6n d ios horiiiiien tipo. Az ia d
neuronal

3.1. Marcaje de motoneuronas

La utilizacion de trazadores neuronales persistentes aplicados a los
principales territorios de proyecciéon de los axones, permite que el flujo axonal
retrogrado transporte el marcador desde las terminales sinapticas hasta el citoplasma
de las neuronas. Su acimulo en el soma celular hace que sean facilmente
identificables, lo que permite estudios cuantitativos in vivo de la supervivencia
neuronal, tras la inyeccion de sustancias toxicas.

Debido a que los tiempos de supervivencia de los animales a los que

administrabamos TxBA, superaba el intervalo 6ptimo del marcaje con FG, que como
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hemos visto anteriormente comenzaba a desaparecer del soma neuronal a partir de
los 37 dias de su inyeccién intramuscular, efectuamos la inyeccion del trazador en el
musculo RL después de la toxina y siempre una semana antes de procesar al animal.
Aln después de administrar dosis intramusculares de TxBA que superan
ampliamente las utilizadas en la clinica, y que se sabe que producen una pérdida de
contacto funcional efectivo entre la neurona y el misculo, hemos observado que se
produce con normalidad la captacion y transporte retrégrado del FG por las
motoneuronas del nicleo del VI par craneal. La captacion de FG por los terminales
axonales se produce por un mecanismo de endocitosis vesicular (Schmued y Fallon,
1986; Snyder-Keller, 1988). Kristensson y Olsson (1978) estudiaron si la
interrupcion de la actividad sinaptica in vivo, podia influir en el transporte
retrogrado de moléculas, tales como la peroxidasa de rabano (HRP). Estos autores,
para bloquear la transmision nerviosa, inyectaron TxBA en la region izquierda de los
musculos de los vibrissae de ratones y posteriormente administraron HRP, bien en
los musculos de los vibrissae o via intravenosa. En todos los casos observaron que la
incorporacion de la HRP en las organelas del axon terminal y su transporte
retrogrado al soma de las neuronas del nucleo del facial ocurria normalmente, en
contra de sus expectativas iniciales, ya que estos autores habian postulado que si la
TxBA afectaba la exocitosis, también estaria inhibida la endocitosis compensatoria
debida al reciclaje de membranas y, por tanto, el transporte de macromoléculas como
la HRP, que son captadas por un mecanismo de endocitosis. Similarmente a las
conclusiones obtenidas por estos autores, podemos decir que la captacion de FG por
las motoneuronas del VI par craneal y su transporte retrogrado no se ven afectados

por la inyeccion de TxBA.
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3.2. Efectos axotomy-like

Aunque estudios previos han sugerido que la TxBA no dafia directamente los
axones o terminales motores (Simpson, 1989), existen datos que indican que en la
poblacién de motoneuronas se producen alteraciones similares a las observadas
después de dafio axonal. Estos cambios semejantes a los observados tras la axotomia
(axotomy-like), incluyen alteraciones en el metabolismo (Watson, 1969), morfologia
(Summer y Watson, 1971) y propiedades electrofisiologicas (Pinter y cols., 1991,
Moreno y cols., 1994) de las motoneuronas. Se desconocian hasta el presente estudio
los efectos que podria tener la administracion intramuscular de TxBA sobre la
supervivencia de la poblacion de motoneuronas que inervan la musculatura
extrinseca del globo ocular.

Para estudiar el efecto de la TxBA sobre la supervivencia de las
motoneuronas del nicleo del VI par craneal, hemos utilizado animales de 21 dias de
edad, ya que en la clinica se utiliza la TxBA en nifios de corta edad para el
tratamiento del estrabismo y que se ha descrito que en animales jovenes las
motoneuronas son mas proclives a sufrir muerte neuronal tras la axotomia. Asi,
Baker y cols. (1981) no observaron muerte de motoneuronas tras la seccion cronica
del VI par craneal en el nucleo del motor ocular externo del gato adulto y, sin
embargo, Pasaro y cols. (1985) han documentado que dos meses después de la
seccion del VI par craneal en gatos de una semana de edad, sélo sobrevive el 50% de
la poblacion de motoneuronas del nicleo del motor ocular externo. Nosotros, no
hemos utilizado animales de edad inferior a 21 dias debido a dificultades técnicas,
como son el problema de la separacion de las madres y el tamafio tan pequefio del

musculo recto lateral de las ratas neonatales.
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3.3. Supervivencia neuronal. Transporte retréogrado

Aunque en todos los animales del segundo grupo experimental se han
empleado dosis farmacologicas de TxBA y siempre relativamente muy superiores a
las empleadas en el tratamiento del estrabismo en humanos, al examinar al
microscopio de fluorescencia las secciones histologicas del troncoencéfalo
correspondientes a estos nucleos, no se han observado diferencias ni en la intensidad
de fluorescencia ni en el numero de motoneuronas entre el nucleo izquierdo
correspondiente al musculo RL izquierdo, donde se habia inyectado la TxBA vy el
FG y el nicleo derecho o control del mismo animal, donde sdlo se habia inyectado el
FG. Esta observacion se repitio6 en todos los animales del segundo grupo
experimental, independientemente de la dosis de TxBA administrada y del tiempo de
supervivencia del animal tras la inyeccion de la toxina. En nuestro estudio, tampoco
observamos en ningun caso la aparicion de células de la microglia en el niicleo del
VI par, ni a corto ni a largo plazo, que sugierieran proceso alguno de degeneracion o
muerte neuronal. Este dltimo hecho, también fué observado por Watson (1969),
quien sefialo que tras la inyeccion de TxBA en la lengua de la rata adulta no se
producia un aciimulo de células microgliales activadas alrededor de las neuronas del
nucleo del nervio hipogloso.

Existen estudios que han documentado que la TxBA llega al soma neuronal,
posiblemente por transporte retrogrado (Welhoner, 1989), y que probablemente
actie de alguna manera en el mismo (Moreno-Lopez y cols., 1994). El patrén
electrofisioldgico que muestran las motoneuronas del nucleo del VI par craneal del
gato adulto tras la inyeccion de TxBA en el musculo RL, donde se produce, aunque
de forma transitoria, un bloqueo de la transmision neuromuscular, es diferente al que
se observa tras la axotomia, donde también se produce un bloqueo de la transmisién

neuromuscular, aunque mas duradero (Moreno-Lopez y cols., 1994). Por ello, estos
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autores han postulado que la diferente respuesta de las motoneuronas del nicleo del
VI par craneal a la inyeccién de TxBA y a la axotomia seria debida a que la toxina
no actia solamente en el terminal presinaptico, sino que también tendria una accion

a nivel somatico.

3.4. Efectos derivados de la administracion de toxina botulinica

Dada la dificultad para valorar en la rata de forma objetiva los efectos
derivados de la administraciéon de TxBA en el misculo RL, tales como la aparicion
de endotropia o de ptosis, que si pueden ser valoradas al inyectar TXBA en otros
mamiferos como el mono (Scott y cols., 1973), y aunque hemos utilizado la TxBA
comercializada para uso humano y que seguimos las normas del fabricante para su
reconstitucion y conservacion una vez reconstituido el preparado, creimos que era
conveniente obtener un signo objetivo que nos permitiera valorar la eficacia de la
TxBA. Por ello, inyectamos TxBA en el misculo masetero izquierdo de 5 animales.
A los 21 dias de la inyeccién de la toxina en el masetero, el peso de éstos animales
era ostensiblemente menor que el de otros de su misma edad que habian recibido la
toxina sélo en el musculo RL, lo que indica que se habia producido una paralisis
flaccida del musculo masetero izquierdo que habia repercutido en los mecanismos de

masticacion del animal, viéndose afectado su proceso de alimentacion.

4. Administracién de d bicina: Muert |

4.1. Marcaje retrégrado: Utilidad para estudiar efectos neurotoxicos

El marcaje con FG de las motoneuronas del niicleo del VI par craneal en este

grupo de animales se realizo antes que la inyeccion de la DXR, ya que si
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inyectaramos en primer lugar esta droga y a continuacion el FG, era posible que no
se marcaran las motoneuronas y seria por lo tanto dificil valorar el efecto
neurotoxico de dicha sustancia. Sauer y Oertel (1994) habian estudiado Ia
degeneracion neuronal que se produce en la sustancia negra de la rata tras la
inyecciéon de una sustancia toxica, la 6-hidroxidopamina, en el niicleo estriado
utilizando la inyeccién previa de FG en dicho nucleo para marcar las neuronas
nigricas. Estos autores observaron que si inyectaban la 6-hidroxidopamina antes que
el FG en el estriado no se producia un marcaje adecuado de las células de la
sustancia negra.

En nuestro trabajo hemos cuantificado el efecto de la administraciéon de
distintas dosis de DXR, una sustancia con probada actividad neurotdxica (Bigotte y
Olsson, 1983; Yamamoto y cols., 1984b) y miotoxica (Baker y Wirtschafter, 1987
McLoon y Wirtschafter, 1988), sobre la supervivencia de las motoneuronas del
nicleo del VI par craneal cuando es transportada retrégradamente por flujo

axoplasmico, tras su inyeccion en el masculo RL de la rata.

4.2. Degeneracion selectiva de neuronas

La primera demostracion de degeneracion neuronal experimental por una
sustancia toxica (ricina) transportada por flujo axoplasmico la llevaron a cabo
Harper y cols. en 1980. Posteriormente Wiley y cols. (1982) confirmaron el
"transporte suicida" de ciertas sustancias (ricina, abrina y modeccina). En 1983,
Bigotte y Olsson observaron cambios degenerativos en las neuronas del nicleo del
nervio hipogloso tras la inyeccion de DXR en la lengua del raton. Estos cambios
degenerativos neuronales tras la inyeccion intramuscular de DXR fueron también
descritos por Yamamoto y cols. (1984b), siendo estos autores los primeros que

documentaron muerte neuronal tras la administracion de DXR tanto en el nervio

105



Discusion

ciatico como en el musculo soleus-gastrocnemius, aunque no realizaron estudios
cuantitativos de la misma. Sin embargo, McLoon y cols. (1994) no observaron
muerte neuronal en el nucleo del facial, tras la inyeccion de DXR en el misculo
orbicular del conejo y postularon que las motoneuronas del nicleo adulto del facial
son capaces de sobrevivir, en vez de degenerar, ante varios tipos de lesiones
(LaVelle y LaVelle, 1958; Lieberman, 1971; McLoon y LaVelle, 1981), a las que no
sobrevivirian otras neuronas como las de ganglios sensoriales (Kato y cols., 1988),
las motoneuronas del nucleo del hipogloso (Bigotte y Olsson, 1986), las motoras
espinales (McLoon y LaVelle, 1981; Yamamoto y cols., 1984b).

Al examinar al microscopio de fluorescencia las secciones histoldgicas del
troncoencéfalo de los animales del tercer grupo experimental, hemos observado que
en los nucleos del VI par craneal correspondientes a los musculos en los que se
inyect6 DXR era evidente la disminucion del numero de motoneuronas y la
aparicion de pequeiias células de morfologia fagocitica fuertemente marcadas con
FG. Estas ultimas, solo se observaron en el nicleo ipsilateral a la inyeccion de DXR,
y no en el nucleo contralateral en el que solamente se inyect6 el trazador, lo que
sugiere un proceso de degeneracion de las motoneuronas y una fagocitosis de sus
detritus por células de la microglia que incorporan FG en su citoplasma y se vuelven
intensamente fluorescentes. Células con fenotipo similar se han observado también
en otros estudios que han empleado técnicas de trazado neuronal con marcadores
fluorescentes para investigar la degeneracion retrgrada en la retina (Thanos,
1991a,b), médula espinal (Crews y Wigston, 1990; Rinaman y cols., 1991), y
sustancia negra (Sauer y Oertel, 1994) y se interpretan como fagocitos no
astrociticos incluidos en la microglia (Crews y Wigston, 1990; Rinaman y cols.,
1991; Thanos, 1991b; Sauer y Oertel, 1994).

La desaparicion de células marcadas con FG, asi como la apariciéon de

pequefias células de morfologia fagocitica fuertemente marcadas, sugieren un
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proceso de degeneracion neuronal producido por la simple inyecciéon de DXR. En el
nucleo del VI par craneal derecho correspondiente al musculo RL ipsilateral, donde
solo se inyecta el trazador, no aparecen estas células de morfologia fagocitica, lo que
indica que su aparicion no es debida ni al marcaje retrogrado de las mismas, ni a la
mera captacion del FG desde el espacio extracelular, como podria ocurrir si el FG
pudiera salir de las neuronas dafiadas pero supervivientes, sino que sélo es debido a
la fagocitosis de los detritus celulares tras la degeneracion de las neuronas marcadas
(Sauer y Oertel, 1994).

Para investigar si la disminucién del namero de motoneuronas del nucleo del
VI par craneal marcadas con FG tras la inyeccion con DXR del misculo RL, era
debida a la accion neurotdxica de la DXR y no se trataba de una desaparicion del
marcaje, realizamos un proceso de doble marcaje. Para ello, las secciones del
troncoencéfalo de un animal ya procesado, del subgrupo C, al que se le habian
administrado 200 microgramos de DXR 21 dias antes de su muerte, se tifieron con
ioduro de propidio y observamos que el numero de células grandes
(presumiblemente motoneuronas) que se tefiian en el nicleo del VI par craneal
izquierdo que correspondia al musculo inyectado con DXR, era menor que el
observado en el nucleo derecho o control, lo que nos indicaba que parte de las
motoneuronas de ese nicleo habian muerto como consecuencia de la administracion

de DXR.

4.3. Cuantificacion de la muerte neuronal: Mecanismo de lesion

El nimero medio de motoneuronas supervivientes en el nicleo del VI par
izquierdo o experimental se habia reducido a un 77-80% con respecto al nucleo

contralateral control, en los animales procesados a los 7 dias de la inyeccion de

DXR. Este porcentaje se redujo drasticamente en los animales examinados a los 14
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dias tras la administracion de DXR, siendo en este caso del 35% cuando
administramos 100 microgramos, del 23% para 200 microgramos y del 18% para
300 microgramos de DXR. Asi pues, entre la primera y la segunda semana
post-inyeccion, se produjo la muerte de gran parte de la poblacién de motoneuronas
del nicleo del VI par craneal. Este proceso de muerte neuronal inducido por la
DXR, no progresé entre la segunda y tercera semana, ya que el porcentaje de
supervivencia a los 21 dias de la administraciéon de la DXR fué del 40% para 100
microgramos, del 22% para 200 microgramos y del 16% para 300 microgramos de
DXR. La observaciéon de que la muerte neuronal, para un mismo periodo de
supervivencia, se incrementdé segin aumentaba la dosis administrada de DXR
sugiere que el efecto neurotoxico es dosis dependiente.

Desconocemos el mecanismo responsable de la muerte neuronal observada en
nuestros experimentos. Estudios previos han sugerido que la DXR se transporta
retrogradamente hasta el soma neuronal (Bigotte y Olsson, 1983; Yamamoto y cols.,
1984b) sobre el que tendria una accion directa, ya que se intercala entre la doble
hélice de la estructura del ADN, inhibiendo la sintesis de ARN mensajero e
indirectamente la sintesis de proteinas vitales para la célula (Pigram y cols., 1972;
Dimarco, 1975). Por todo ello, parece razonable asumir que la principal lesion que
produce la DXR, una vez que entra en las neuronas, es la alteracion de las funciones
del ADN y del ARN en el nucleo y en los ribosomas, como ha sido admitido en
otros tipos de células (Brown, 1978).

Se ha documentado también, que la inyeccion intramuscular de DXR induce
una miectomia quimica (Baker y Wirtschafter, 1987; Wirtschafter, 1991; McLoon y
cols.,1994), por lo que se podria pensar que la muerte neuronal que observamos seria
debida en parte a la eliminacion del territorio diana de las motoneuronas del nicleo
del VI par. Sin embargo, Baker y cols. (1981) documentaron que tras la seccion

cronica del VI par craneal del gato adulto, no se observaba la existencia de muerte
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de motoneuronas en el nucleo del motor ocular externo. Por ello, pensamos que el
efecto toxico directo de la DXR es el principal responsable de la muerte de las

motoneuronas del nucleo del VI par craneal.

4.4. Perspectivas futuras y aplicabilidad clinica

4.4.1. En la investigacion de enfermedad de motoneuronas experimental

Nuestros experimentos documentan que el transporte axonal retrogrado de
DXR puede ser usado para inducir dafio selectivo de neuronas y de esta forma
conseguir un modelo experimental de enfermedad de motoneuronas, ya que
proporciona una ruta para la entrada del agente neurotéxico en el SNC. Este hecho
ya fué sugerido por Bigotte y Olsson en 1983.

Una de las hipétesis que intenta explicar la patogenia de las enfermedades
degenerativas de motoneuronas postula, que estas neuronas motoras, debido a que
sus axones terminales se extienden fuera del SNC, podrian estar expuestas a
agresiones por agentes endogenos y exdgenos que no podrian actuar en otras
neuronas centrales sin extensiones periféricas porque no atraviesan la barrera
hematoencefalica (Broadwell y Brightman, 1976). Si un agente nocivo accede a los
axones motores o a las uniones neuromusculares y puede ser transportado por flujo
axoplasmico retrogrado, podria alterar selectivamente las motoneuronas, pudiendo

ser agente etioldgico de enfermedad de las mismas.

4.4.2. Para valorar la eficacia de factores neuroprotectores
El modelo experimental de muerte neuronal por transporte axonal retréogrado
de DXR que hemos descrito en este estudio, nos puede permitir en un futuro

investigar la eficacia de ciertas sustancias neuroprotectoras, en la prevencion o
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disminucion de los efectos degenerativos producidos por otras sustancias que actian

como neurotoxicos.

4.4.3. Para el tratamiento de desérdenes neuromusculares

La DXR es usada comunmente para el tratamiento de neoplasias malignas,
pero a finales de la década de los 80 y debido a sus probados efectos neurotéxico
(Bigotte y Olsson, 1983; Yamamoto y cols., 1984b) y miotéxico (Baker y
Wirtschafter, 1987; McLoon y Wirtschafter, 1988), se ha empezado a utilizar como
tratamiento experimental en el blefaroespasmo y el espasmo hemifacial
(Wirtschafter, 1991). Actualmente, la denervacion quimica del orbicular con TxBA
constituye el tratamiento de primera eleccion para el blefaroespasmo (Osako y
Keltner, 1991), debido a que la miectomia quirirgica del orbicular presenta
problemas inherentes a la técnica y a veces tiene resultados incompletos. Sin
embargo, la denervacion quimica temporal con TxBA ofrece un excelente resultado
en aproximadamente un 70% de los pacientes tratados, pero sus efectos no son
permanentes, durando sélo una media de 12 semanas (Patrinely y cols., 1988). La
miectomia quimica con DXR podria constituir una alternativa a estos dos
tratamientos, ya que tiene resultados permanentes (Wirtschafter, 1991).

La documentacion, tanto en estudios animales (McLoon y cols., 1991) como
en humanos (McLoon y cols., 1993), de que no se producen lesiones en los nervios y
otras estructuras adyacentes al misculo orbicular, tras la inyeccion intramuscular de
DXR, asi como de que no se observa muerte neuronal en el nicleo del facial del
conejo, después de la administracion en el parpado de esta droga, parecian ofrecer
seguridad clinica a este novedoso tratamiento (McLoon y cols., 1994). Sin embargo,
la utilizaciéon clinica de esta sustancia se encuentra todavia en estudio, pues su
inyeccion produce efectos colaterales en la piel palpebral relacionados con la dosis

de DXR administrada (McLoon y cols., 1995). Asi mismo, teniendo en cuenta los
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resultados de nuestro estudio y aunque McLoon y cols. (1994) han indicado que la
DXR no produce muerte neuronal, pensamos que quizas las técnicas utilizadas para
investigar ésta, no han sido las adecuadas y que seria conveniente realizar un estudio
de superviencia de dichas neuronas identificando previamente de manera fiable las
neuronas del nicleo del facial responsables de la inervacion del orbicular, para poder
determinar posteriormente si después de la administracion intramuscular de distintas
dosis de DXR se produce muerte o alteracion irreversible de las mismas.

Futuras investigaciones deben determinar, a corto y largo plazo, la seguridad
y eficacia de la miectomia quimica por DXR, asi como el protocolo de inyeccion
optimo y posibles vias que faciliten su difusién y mejoren la captacion de la droga

por las células musculares.
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CONCLUSIONES

Basandonos en los resultados obtenidos en los experimentos realizados en

esta Tesis Doctoral, podemos concluir:

1. La inyeccion de fluoro-gold en el misculo recto lateral de la rata produce,
7 dias después, un marcaje homogéneo del soma y dendritas proximales de las
motoneuronas del niicleo del VI par craneal. Mediante esta técnica hemos estimado
que el nimero medio de motoneuronas que conforman este nucleo es de 271+5

(Media+ESM).

2. El fluoro-gold es un trazador neuronal fiable para estudios a corto plazo de

supervivencia neuronal en el nucleo del VI par craneal de la rata.

3. El fluoro-gold no es un trazador neuronal persistente, pues a los 37 dias de
su inyeccién en el musculo recto lateral de la rata, su fluorescencia comienza a
disminuir en intensidad y desaparecer de los somas de las motoneuronas del nucleo

del VI par craneal.

4. El fluoro-gold no tiene efectos neurotoxicos aparentes sobre la poblacion

de motoneuronas del nucleo del VI par de la rata.
5. El marcaje de la poblacion de motoneuronas del nucleo del VI par craneal

de la rata con fluoro-gold es un método valido para cuantificar la muerte neuronal

inducida por agentes neurotdxicos.

113



Conclusiones

6. La inyeccién en el misculo recto lateral de toxina botulinica tipo A en
ratas jovenes no altera el transporte axonal retrogrado ni la captacion de fluoro-gold

por las motoneuronas del nucleo del VI par craneal.

7. La administracion en el musculo recto lateral de ratas de 21 dias de edad,
de diferentes dosis de toxina botulinica tipo A no produce una disminucién del
nimero de motoneuronas en el nucleo del VI par craneal, durante los 90 dias
posteriores a la inyeccién. Por lo tanto, podemos decir que, la inyeccion de toxina
botulinica tipo A en el musculo recto lateral no produce muerte neuronal en la

poblacién de motoneuronas estudiada, ni a corto ni a largo plazo.

8. La doxorrubicina ejerce un efecto neurotoxico potente sobre la poblacion
de motoneuronas del nicleo del VI par craneal de la rata, ya que induce la muerte
de una gran parte de estas motoneuronas, cuando se administra en el musculo recto

lateral.
9. Este efecto neurotoxico se manifiesta a partir de la primera semana, y es

méaximo a las dos semanas de la administracién de la doxorrubicina, siendo ademas

mayor cuanto mas alta es la dosis administrada de esta sustancia.
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