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1.- INTRODUCCION

1.1.- LA LARINGE

La laringe es un érgano tubular, tapizado internamente por un epitelio mucoso,
localizado en la region anterior y media del cuello, craneocaudalmente entre la faringe
y la traquea vy, en el hombre adulto, aproximadamente entre la 32 y la 62 vértebras
cervicales. Esta constituida por un conjunto de cartilagos articulados y unidos entre si
por un complejo de ligamentos y membranas. Un grupo de musculos, que constituyen
la denominada musculatura laringea intrinseca, es el encargado de ejecutar los
movimientos que permiten a la laringe el cierre y la apertura de la via aérea

(McHanwell, 2008).

La funcidn esencial y vital de la laringe es permitir que el flujo de aire discurra
hacia las vias respiratorias bajas para que alcance los pulmones. La segunda funcion,
también esencial para la vida, es la de constituir un érgano protector del tracto
respiratorio, de tal manera que funciona como un esfinter que permite el paso de aire
pero impide, al cerrarse por la accion de los musculos intrinsecos laringeos, que
sustancias extrafias penetren en el tracto respiratorio. Este mecanismo preciso de
control de la apertura y cierre de la via respiratoria permite toda una serie de acciones
accesorias pero con relevancia funcional. Asi, el estimulo que representa la presencia
de particulas extrafias en la mucosa desencadena el reflejo tusigeno que, gracias a la
subita y violenta expulsion de aire, permite expulsar dichas sustancias del tracto
respiratorio (Zemlin, 1998). Por otro lado, el cierre de la via aérea cuando los
pulmones estan llenos de aire provoca una estabilizacion de la cintura escapular y de
la caja toracica (Fink y Demarest, 1978) que favorece actividades como levantar o
desplazar pesos con de los miembros superiores, o que requieren grandes presiones
intraabdominales como la defecacion, la miccién o incluso el parto (Zemlin, 1998). Por

ultimo, la laringe es el drgano de la fonacién. La produccion de la voz es una funcion
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adquirida secundariamente a la esfinteriana aunque es de extraordinaria relevancia ya
gue el habla, como forma articulada de la voz, es la principal forma de comunicacién
de los seres humanos. Debido a la extraordinaria capacidad de comunicacién de la voz,
no resulta extrafio que un trastorno que conduzca irreversiblemente a la pérdida de la
funcién fonatoria de la laringe traiga consigo un deterioro psicologico al afectado

(Zemlin, 1998).
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1.1.1.- ANATOMIA DE LA LARINGE

1.1.1.1.- ESQUELETO CARTILAGINOSO DE LA LARINGE

El esqueleto de la laringe, estd conformado por una serie de cinco cartilagos
principales (cartilago tiroides, cartilago cricoides, cartilago epiglético y los dos
cartilagos aritenoides) y cuatro accesorios (los dos cartilagos accesorios y los dos
corniculados) que se unen entre si y con las estructuras extralaringeas mediante una

serie de membranas y ligamentos.

El cartilago tiroides es un cartilago hialino que esta constituido por dos laminas
formando un 4angulo diedro de unos 902 en el hombre, y unos 1202 en la mujer
(Bourdial y cols., 1954; Portmann, 1960). En su parte posterior, cada lamina presenta
sendas prolongaciones o astas, dos superiores y dos inferiores. Las dos superiores para
unirse mediante un ligamento al hueso hioides y las inferiores se articulan con el
cartilago cricoides, constituyendo asi las Unicas articulaciones directas del cartilago
tiroideo, pues todas las demas relaciones con estructuras vecinas se mantienen

gracias a ligamentos y musculos (Yanagisawa y Hausfeld, 1987).

El cartilago cricoides, situado debajo del tiroides y sobre el primer anillo
traqueal, tiene forma de anillo de sello y se situa en el plano transversal C6-C7 en el
adulto y C3-C4 en el nino. Su borde superior se une con el borde inferior del tiroides
mediante la membrana cricotiroidea. El borde inferior se encuentra unido al primer
anillo tragueal mediante la membrana cricotraqueal. En el borde superior de la l[amina
se sitlan dos carillas articulares para los cartilagos aritenoides que permiten
movimientos de balanceo y deslizamiento, lo que se traduce en la abduccion y
aduccion de los pliegues vocales. Gracias a las caracteristicas de estas carillas
articulares, se puede llegar a realizar traslaciones y movimientos de giro de las apdfisis

vocales, afiadiendo complejidad a la dinamica articular (Perrin y Perrin, 1985). En los
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laterales, el cricoides presenta una superficie articular a cada lado para las astas
inferiores del tiroides. Estas articulaciones sinoviales cricotiroideas permiten el
movimiento de basculacidon posterior del cricoides respecto al tiroides, que permite
por accion del musculo cricotiroideo aumentar la tension y longitud de los pliegues

vocales (Tucker, 1993).

Los cartilagos aritenoides son dos cartilagos con forma de pirdmide triangular de
vértice superior. La base del cartilago se articula con la carilla articular del cricoides. El
angulo anterior de la base se prolonga horizontalmente para formar la apdfisis vocal,
sobre la que se inserta la parte posterior del pliegue vocal. El angulo externo de la base
forma la apodfisis muscular, sobre la que se insertan los musculos cricoaritenoideo

posterior y tiroaritenoideo (Hanafe, 1990).

El cartilago epigldtico es una estructura de naturaleza fibrocartilaginosa que no
se osifica (Bourdial y cols., 1954; Fried, 1988). Se ancla a la cara anterior e interna del
cartilago tiroides por el ligamento tiroepiglotico. Su extremo superior se une, por su
cara anterior, con el dorso de la lengua a través de los ligamentos glosoepigléticos, y
con el cuerpo del hioides mediante el ligamento hioepigldtico. Lateralmente, se une a
los aritenoides por los ligamentos aritenoepigldticos, y a la faringe por los ligamentos

faringoepigléticos.

Los cartilagos accesorios son dos pares de cartilagos fibroelasticos situados
dentro del repliegue ariepigldtico. Los situados por encima de los aritenoides son
denominados cuneiformes (de Wrisberg) y el par mas superior, son los cartilagos
corniculados (de Santorini). Tienen poca importancia fisioldgica, aparte de prestar

alguna consistencia al pliegue ariepiglético (Meller, 1984).
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1.1.1.2.- MEMBRANAS Y LIGAMENTOS

Las estructuras laringeas cartilaginosas se mantienen formando un armazon, gracias
a un sistema de membranas y ligamentos que ademads de sujetarlas entre si, permiten

una gran elasticidad de movimientos (Yanagisawa y Hausfeld., 1987):

. Membrana tirohioidea, es una amplia banda eldstica que se extiende
por el borde superior del cartilago tiroides y asciende hasta el inferior del hueso
hioides. Esta membrana es atravesada por el paquete compuesto por arteria,

vena y nervio laringeo superior.

. Membrana cricotiroidea. Sujeta el borde inferior del tiroides y el

margen superior del cricoides.

J Membrana cricovocal o cono eldstico, que se origina en la superficie
interna del arco cricoideo, extendiéndose medial y superiormente hasta
insertarse en el ligamento vocal, el cual estd en realidad constituido por las

condensaciones de esta membrana cricovocal.

. Ligamento vocal. Conforma la estructura fibrosa que subyace bajo la

mucosa del borde libre del pliegue vocal (Hirano y cols., 1989).

. Membrana cuadrangular. Se origina en la cara interna de la epiglotis y
en el repliegue ariepiglético, extendiéndose posteriormente hasta los cartilagos
aritenoides y corniculados. En su porcidn inferior se une al ligamento vestibular,
en la banda ventricular y se extiende hacia caudal alrededor del ventriculo hasta

el borde superior del repliegue vocal.
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1.1.1.3.- MUSCULATURA LARINGEA

MUSCULATURA LARINGEA EXTRINSECA

La musculatura extrinseca es capaz de fijar el complejo laringotraqueal a lo largo
del eje vertical (Lacau St. Guily y Fardeau, 1983) y estda formada por los siguientes

musculos:

e Mdasculos suprahioideos: digdstrico, estilohioideo, genihioideo, y
milohioideo . También colabora el misculo estilofaringeo, del grupo elevador
de la faringe. El musculo milohioideo es inervado por ramas del nervio maxilar
inferior, los musculos digdstrico y estilohioideo por ramas del facial y el
musculo genihioideo por ramas del hipogloso. Todos son elevadores de la
laringe: la elevan durante la espiracién, la deglucién y algunos modos de
fonacion. Los mayores movimientos en blogque se producen durante la
deglucidén. Los musculos suprahioideos desplazan la laringe hacia arriba y
adelante, lo que, asociado al descenso de la base lingual, comprime la epiglotis
contra el vestibulo laringeo, protegiendo asi a la via aérea de posibles

aspiraciones.

e Mdsculos infrahioideos: omohioideo, esternotiroideo, tirohioideo vy
esternohioideo. Descienden la laringe durante la inspiracion y estan inervados
por el asa cervical. La accidon coordinada y antagonista de los dos grupos de
musculos hioideos es capaz de estabilizar el bloque laringo-traqueal en
cualquier punto, desde su situacion mas descendida hasta la mas elevada

(Tucker, 1993).

*  Mdsculos constrictores faringeos: constrictor medio y constrictor
inferior. Al igual que los infrahioideos, contribuyen a la sujecién laringea y a
sincronizar sus movimientos con los del hioides, pero juegan su papel

fundamental durante la deglucion, pues practicamente no tienen efecto sobre
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las funciones intrinsecas laringeas. Estan inervados por el nervio glosofaringeo

y vago respectivamente.

MUSCULATURA LARINGEA INTRINSECA

Los musculos intrinsecos presentan sus dos inserciones en la laringe y son los
responsables de los movimientos de los cartilagos laringeos. Todos estos musculos,
menos el cricotiroideo, estan inervados por ramas del nervio recurrente. Los musculos

son:

e Mdasculo cricoaritenoideo posterior. Se extiende desde la parte
posterior de la [dmina del cricoides hasta la superficie posterior de la apodfisis
muscular del aritenoides. Es el Unico musculo abductor de los pliegues vocales,
sirve para abrir la glotis al imprimir un movimiento de rotacion de los

aritenoides.

e  Mdsculo cricoaritenoideo lateral. Se extiende desde el borde superior
del arco cricoideo hasta el borde anterior de la apdfisis muscular del
aritenoides. Su funcion es cerrar la glotis mediante un movimiento de rotacion

interna de los aritenoides, que aproxima ambas apdfisis vocales.

e Madsculo aritenoideo, porcidn transversa. Es el inico musculo impar. Sus
fibras se extienden entre las apodfisis musculares de los aritenoides. Su
contraccion hace que se cierre la comisura posterior. Al actuar junto con el
cricoaritenoideo lateral produce un cierre completo de la glotis, de enorme

importancia durante la deglucion.

*  Mdsculos aritenoideo, porcién oblicua, y ariepigldtico. Sus fibras se
cruzan diagonalmente, estableciendo digitaciones con la porcion transversa del

aritenoideo. En la parte superior se continda por el repliegue ariepiglético,
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formando el musculo del mismo nombre. La accidn de estos musculos es

producir un cierre esfinteriano del vestibulo laringeo durante la deglucion.

e Mdasculo tiroaritenoideo. Es una banda muscular ancha, que se
extiende desde la superficie interna del cartilago tiroides y parte del cono
eldstico, hasta la superficie anterior y apofisis vocal de cada cartilago
aritenoides. Es el mayor aductor de los pliegues vocales. Contiene una porcién

tiroepiglotica:

0 Son fibras que se extienden posterior y superiormente para insertarse
en el pliegue ariepigldtico y a lo largo del margen epigldtico. Su
contraccion conduce a los cartilagos aritenoides hacia delante y abajo,
aproximandolos al tiroides. El resultado es un acortamiento del
ligamento vocal y la relajacién de la membrana mucosa que lo cubre: el

pliegue vocal (Ford y Bless, 1991).

0 Mudsculo vocal. La porcién mds medial del musculo tiroaritenoideo, se
extiende también desde la superficie interna del cartilago tiroides hasta
la apdfisis vocal del cartilago aritenoides, rodeando sus fibras al
ligamento vocal. Su funcidon es aductora de los pliegues vocales pero,
una vez aproximados y juntos, constituye en el mayor tensor de los

mismos.

Musculo cricotiroideo. Esta inervado por la rama externa del nervio laringeo
superior. Su funcion es muy relevante durante la deglucidon y consiste en
aproximar entre si al tiroides y al cricoides, haciendo bascular al primero hacia
delante. También interviene en la fonacidon cuando se requiere una vibracion
de frecuencia muy aguda, pues el estiramiento que produce en los pliegues,
consigue aumentar su tension y reforzar la accidon del musculo vocal (Tucker

1993) (Tabla 1.1.1.3.1).

[ 10 L
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Tiroaritenoideo

Interaritenoideo

Cricoaritenoideo

Cricoaritenoideo

Cricotiroideo

Lateral Posterior
Recurrente X X X X
Laringeo
Externo
Abductor X
Aductor X X X

Tabla 1.1.1.3.1 Musculatura laringea intrinseca

TR -
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1.1.1.4.- VASCULARIZACION LARINGEA

La vascularizacion de la laringe se realiza a expensas de las arterias tiroideas, origen
de las laringeas. La tiroidea superior es rama de la cardtida externa; la tiroidea inferior
procede del tronco tirocervical, rama de la arteria subclavia (Lacau St. Guily y Fardeau,

1983).

e La arteria laringea superior, que nace de la tiroidea superior, atraviesa la
membrana tirohioidea, pasa bajo la mucosa del canal faringo-laringeo y desciende
en direccién al musculo cricotiroideo donde termina. Se acompafia del nervio
laringeo superior, estando la arteria en situacién subyacente al nervio, que discurre
ligeramente superior al plano de la arteria. En su trayecto proporciona ramas
ascendentes para la regidon epiglética y ramas descendentes para los pliegues

vocales.

e La arteria laringea externa, también rama de la tiroidea superior, desciende
verticalmente por fuera del cartilago tiroides para penetrar en la laringe perforando

la membrana cricotiroidea. Irriga la parte subgldtica de la laringe.

* La arteria laringea inferior nace de la arteria tiroidea inferior. Asciende
verticalmente y penetra el conjunto laringo-faringeo pasando bajo el borde inferior

del musculo constrictor inferior de la faringe.

El retorno venoso se realiza a través de las venas laringeas que son tres a cada lado
y acompafian a las arterias del mismo nombre siguiendo practicamente el mismo
trayecto. Acaban desembocando en la vena yugular interna mediante las venas
tiroideas. La zona laringea mas inferior puede drenar la sangre venosa en la vena

tiroidea inferior, que acaba directamente en la cava superior.

12 L
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El drenaje linfatico de la laringe se extiende por el territorio supragldtico con
desarrollo abundante, mientras que el territorio subglético tiene menor cantidad de
linfaticos. La red supragldtica es densa, mas rica a nivel de la epiglotis y esta formada
por capilares voluminosos. Desemboca principalmente en los ganglios del grupo
cervical superior profundo. La red subgldética es menos densa y estd formada por
capilares mas finos. Drena en los ganglios inferiores del grupo cervical superior

profundo (Pernkopf, 1960).

13 L




Introduccion

1.1.1.5.- INERVACION LARINGEA. NERVIOS LARINGEOS

El recorrido de los nervios laringeos recurrente y superior ha sido estudiado
principalmente en el contexto en la cirugia del tiroides y de las disecciones clasicas en
caddver. La anatomia clasica de la laringe ha mantenido que el laringeo recurrente
inerva la musculatura intrinseca de la laringe excepto el cricotiroideo y aporta
sensibilidad a glotis y subglotis mientras que el laringeo superior da inervacion motora
al musculo cricotiroideo y aporta sensibilidad por encima del nivel del plano gldtico.
Este conocimiento cldsico de la inervacion de la laringe ha evolucionado hacia modelos
mas avanzados gracias a las investigaciones en microscopia y técnicas de neurociencia.
Estos estudios han demostrado unas complejas relaciones entre los nervios que
inervan la laringe. Actualmente la linea que separa la inervacion aferente de los
nervios laringeos es mucho menos clara (McHanwell, 2008). Los nervios laringeos
presentan unas conexiones mas complejas que la bien conocida anastomosis de
Galeno, llegando a formar un plexo laringeo en la superficie posterior de la laringe
(McHanwell, 2008). Hay evidencias anatémicas que sugieren la posibilidad de que el
laringeo superior presente inervacidn motora para otros musculos ademas del
cricotiroideo. Algunos de los musculos intrinsecos de la laringe presenta mas de un
vientre muscular y cada uno de los vientres musculares presenta nervios
independientes que sugieren un control neural Unico para cada uno de ellos (Blitzer

2009).

Clasicamente, la inervacién sensorial se ha establecido que es dependiente de
la rama interna del laringeo superior hasta el nivel de los pliegues vocales y
dependiente del nervio recurrente por debajo, estableciendo un territorio de

solapamiento en los propios pliegues vocales (McHanwell, 2008).
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NERVIO LARINGEO SUPERIOR

El laringeo superior es un nervio mixto que se desprende del nervio vago a nivel de
la base del craneo, una vez que ya ha abandonado el agujero yugular. El nervio
desciende hacia la faringe y se divide en varias ramas terminales antes de penetrar en

la laringe: la rama externa y la rama interna (Bannister, 1995).

La rama externa recibe también el nombre de nervio laringeo externo. Esta rama ha
sido considerada tradicionalmente como una rama motora, que contiene las fibras EVE
del nervio laringeo superior que tienen
su origen real en el nucleo ambiguo y
gue inerva el musculo cricotiroideo. El
nervio es facil de identificar porque
continua el trayecto descendente del
tronco principal del nervio para
terminar  distribuyéndose por el
musculo cricotiroideo (Morrison,
1952; Wyke y Kirchner, 1976; Brodal,
1981; Safiudo y cols.,, 1999; Saper,

2000; Haines, 2003).

Figura 1.1.1.5.1 Visién dorsal de la laringe de la
rata. Abreviaturas: NLE: nervio laringeo externo;
NLI: nervio laringeo interno; NLR: nervio laringeo Aunque clisicamente el nervio
recurrente; NV: nervio vago; E: esofago; acc:

arteria carotida comun; asc: arteria subclavia; Iarl'ngeo externo se ha descrito como
ati: arteria tiroidea inferior. *: conexiones entre

nervio laringeo superior y nervio laringeo un nervio puramente motor, existen
recurrente (Pascual 2007).

algunos autores que, mediante

estudios electrofisiolégicos,
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consideran que este nervio es un nervio mixto que contiene, ademas de las fibras
eferentes viscerales especiales (EVE), fibras aferentes viscerales generales (AVG) que
recogen la informacion sensitiva de un territorio pequefio y definido de la mucosa
infraglética (Maranillo y cols. 2003). Esta area tiene forma de diamante, es ventral y se
extiende desde el borde inferior del cartilago tiroides hasta el borde superior del
primer anillo traqueal (Suzuki y Kirchner, 1969). Esta zona seria el Unico territorio de la
region infragldtica inervado por el laringeo superior (Suzuki y Kirchner, 1969). Los
cuerpos celulares de las fibras AVG se encuentran en el ganglio inferior del nervio
vago. Sus prolongaciones centrales se incorporan al tracto solitario y terminan en el
nucleo del tracto solitario, a diferentes niveles y en distintos subnucleos (Morrison,

1952; Wyke y Kirchner, 1976; Brodal, 1981; Saper, 2000; Haines, 2003).

La rama interna del nervio laringeo superior recibe el nombre de nervio laringeo
interno, y se ha descrito como un nervio sensorial. El nervio entra en la laringe tras
perforar la membrana tirohioidea, donde se divide en varias ramas que se distribuyen
por la mucosa de la regién supragldtica y seno piriforme. Este nervio contiene fibras
AVG, aferentes viscerales especiales (AVE) y eferentes viscerales generales (EVG)

(Pascual, 2007).

El soma neuronal de las fibras AVE se describe conteniendo en el ganglio inferior del
nervio vago. Las prolongaciones centrales de estas neuronas se incorporan al tracto
solitario e ingresan en el segmento mas craneal del nucleo de este tracto. Estas fibras
recogen la informaciéon gustativa de la epiglotis (Morrison, 1952; Wyke y Kirchner,
1976; Hamilton y Norgren 1984; Hanamori, 1989; Haines, 2003; Saper, 2000; Brodal,

1981).
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A diferencia de la rama externa, se ha descrito que la rama interna contiene,
ademds de las fibras sensitivas descritas, fibras EVG, es decir, preganglionares
parasimpaticas. Los cuerpos celulares de estas fibras EVG tienen su origen real en el
nucleo dorsal del vago, e inervan las glandulas seromucosas distribuidas en las
regiones glotica y supraglética (Morrison, 1952; Wyke y Kirchner, 1976; Brodal, 1981;

Saper, 2000; Haines, 2003).

Por lo tanto, en el nervio laringeo superior se han descrito cuatro componentes
funcionales: EVE, EVG, AVG y AVE (Morrison, 1952; Wyke y Kirchner, 1976; Brodal,

1981; Saper, 2000; Haines, 2003).

NERVIO LARINGEO RECURRENTE O INFERIOR

El laringeo recurrente se desprende del nervio vago una vez que éste cruza la
arteria subclavia, en el lado derecho, o el cayado adrtico, en el lado izquierdo. Ambos
recurrentes ascienden hacia la laringe entre la traquea y el eséfago, intimamente
relacionados a la arteria tiroidea inferior (Morrison, 1952; Wyke vy Kirchner, 1976). Las
ramas en las que se dividen los nervios recurrentes a lo largo de su recorrido son muy
variadas. En el momento de su recurrencia por debajo de la subclavia, en el caso del
recurrente derecho y por debajo de la aorta, en el caso del izquierdo, dan ramas al
plexo cardiaco profundo (Rouviere y Delmas, 2005). Durante su ascenso por el cuello
también aportan ramas sensoriales y motoras a traquea y eséfago y antes de entrar en
la laringe dan la inervacion motora del musculo cricofaringeo (Rouviere y Delmas,
2005). En la laringe aportan la inervacion motora de todos los musculos intrinsecos
excepto el cricotiroideo e inervacion sensorial a glotis, subglotis y traquea cervical

(Rouviere y Delmas, 2005).
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El laringeo inferior es un nervio mixto, al igual que el laringeo superior, presentando
las mismas dos modalidades de fibras motoras que para el laringeo superior (EVE,
EVG), pero no las mismas modalidades de fibras sensitivas; el recurrente contiene
fibras AVG pero no fibras AVE que son gustativas. La distribucion de las fibras del
laringeo inferior acontece en la regién infragldtica (Morrison, 1952; Wyke y Kirchner,

1976; Brodal, 1981; Saper, 2000; Haines, 2003).

El origen real de las fibras EVE del laringeo inferior es el ndcleo ambiguo. Varios

autores han descrito este hecho mediante trabajos realizados en diversos animales de

Hopkins, 1987; Saxon y cols., 1996), el
gato (Nomura y Mizuno, 1983), el
murciélago (Schweizer y cols., 1981),
el visén y el hurén (Ranson y cols.,
1995) y la oveja (Barazzoni y cols.,
2005). Estas fibras inervan a todos los
musculos intrinsecos de la laringe,

excepto al musculo cricotiroideo

(Morrison, 1952; Wyke vy Kirchner,

1976; Haines, 2003; Kahle, 2003). Figural.1.1.5.2 . Visién ventral de la trdquea de la rata
en la que se puede observar el recorrido de los nervios

Inervan, por tanto, los musculos laringeos recurrentes izquierdo y derecho. Abreviaturas:
NLR: nervio laringeo recurrente; NV: nervio vago; CA:
cricoaritenoideos posteriores, cayado adrtico; asc: arteria subclavia; acc: arteria
carotida comun; t: traquea (Pascual 2007).
cricoaritenoideos laterales,

tiroaritenoideos e interaritenoideos.
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Las fibras EVG se han descrito clasicamente teniendo su origen real en el nucleo
dorsal del vago, y van a inervar las glandulas seromucosas de la region infraglética
(Morrison, 1952; Wyke vy Kirchner, 1976; Brodal, 1981; Saper, 2000; Haines, 2003). Sin
embargo, no se ha descrito en ningun animal que el laringeo inferior contenga este
tipo de fibras. No se han encontrado neuronas marcadas en el nucleo dorsal del vago
tras trazar el laringeo inferior con HRP (Hinrichsen y Ryan, 1981; Schweizer y cols.,
1981; Nomura y Mizuno, 1983; Ranson y cols., 1995). Unicamente en la oveja se ha
descrito la presencia de alguna neurona marcada en el nucleo dorsal del vago, sin
embargo los propios autores indican que este marcaje es muy escaso (5 neuronas), y
solo aparece en uno de los siete casos estudiados (Barazzoni y cols., 2005). Por otro
lado, no se ha descrito la presencia de neuronas EVG marcadas en ningun otro

territorio del tronco del encéfalo o de la médula espinal.

Clasicamente se ha descrito que las fibras AVG inervan la mucosa de la glotis y de la
region infragldtica. Estas fibras tienen el cuerpo neuronal en el ganglio inferior del
nervio vago. Sus prolongaciones centrales se incorporan en el tracto solitario para
terminar en el ndcleo del tracto solitario a diferentes niveles de dicho nucleo

(Morrison, 1952; Wyke y Kirchner, 1976; Brodal, 1981; Saper, 2000; Haines, 2003).

El nervio recurrente forma varias anastomosis con el laringeo superior con el nervio
laringeo superior. La rama posterior del nervio recurrente asciende para unirse a la
rama descendente del laringeo interno, ademas el asa de Galeno forma una

comunicacion directa entre estos dos nervios (McHanwell, 2008).
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1.1.2.- ASPECTOS EMBRIOLOGICOS DEL DESARROLLO DE LA LARINGE

Embriolégicamente la cavidad laringea deriva de la faringe embrionaria. Los tejidos
de la laringe proceden de las hojas ectodérmica, endodérmica y mesodérmica,
constituyentes de los arcos branquiégenos segundo, tercero, cuarto y sexto (Tucker,
1993), por tanto la laringe presenta un revestimiento interno de origen endodérmico,
pero los cartilagos y los musculos provienen del mesénquima de los arcos faringeos

cuarto y sexto.

ESBOZO LARINGEO

Los primeros indicios de la formacién de la laringe aparecen en el embrién de unos
4-5 mm, durante la cuarta semana y alrededor del dia 24. Del mesodermo de la pared
ventral de la faringe, nace un tubérculo llamado primordio respiratorio, que al
profundizar y elongarse constituye la fosa laringotraqueal y luego el tubo
laringotraqueal (Tucker, 1993). El extremo distal de este tubo se dividird en dos ramas
bronquiales. Mas tarde, alrededor del 262 dia, se individualizara el tracto respiratorio
del digestivo mediante la formacién de un septum, delimitandose asi las estructuras
gue serdn la traquea y el esdfago (Narcy y cols., 1979). Se considera que la lamina
epitelial laringea es el verdadero inductor de la formacién de la laringe, que guiara
posteriormente la evoluciéon del mesénquima de los arcos branquidégenos para que
constituyan las estructuras cartilaginosas y neuromusculares (Perrin y Perrin, 1985;

Narcy y cols., 1979).
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ESQUELETO LARINGEO

La mayor parte de la estructura del hueso hioides deriva de las modificaciones del
segundo arco branquidgeno. Este se caracteriza porque su extremo dorsal da origen al
estribo, a la apodfisis estiloides y al ligamento estilohioideo, mientras que su extremo
ventral se fusiona en la linea media con el arco contralateral, dando lugar a las astas
menores y a la parte anterolateral del hioides. El resto del cuerpo y las astas mayores
del hueso hioides derivan del tercer arco branquiégeno, que también se une al arco

contralateral en el suelo de la faringe (Tucker, 1993; Davis y Nail, 1994).

Los arcos branquiogenos cuarto y sexto contribuyen a la formacién de los cartilagos
laringeos y la musculatura intrinseca laringea. El quinto arco es un vestigio que no
participa en el desarrollo embrionario laringeo (Hamilton y cols., 1962; Zaw-tun y

Burdi, 1985).

Entre las cuarta y quinta semanas, en la base del cuarto arco branquiégeno, la fosa
laringotraqueal es deformada por la aparicion de tres eminencias, una en su pared
anterior, la eminencia hipobranquial, que dara lugar a la epiglotis primordial y dos

semiesferas simétricas en la pared posterior, los cartilagos aritenoides (Tucker, 1993).

Entre estas dos prominencias se esboza una hendidura en forma de T, con la rama
mas larga hacia delante y con los bordes fusionados hasta la décima semana
aproximadamente. Mas tarde, alrededor de esta hendidura se formara el vestibulo
laringeo y la glotis, cuando a partir de los bordes libres de los aritenoides se

desprendan los repliegues aritenoepigloticos, los tubérculos cuneiformes y los
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corniculados. Entre las semanas 102-112 se desprenderan las adherencias epiteliales y

se abrird la hendidura formando el espacio glético (Wustrow, 1970).

El cricoides procede del sexto arco branquidgeno y se origina antes del final de la
cuarta semana, por modificacion del primer anillo traqueal. Al principio es sélo un
anillo abierto por detras, ya que la placa del sello cricoideo se formara mas tarde, a lo
largo de los subsiguientes meses gestacionales (Tucker et al., 1977; Perrin y Perrin,
1985). Entre las semanas 82 y 132 se va desarrollando el hioides a partir del segundo y
tercer arcos branquiégenos. Al mismo tiempo se van formando también las placas del
cartilago tiroides a modo de dos laminas laterales que, procedentes del 42 arco
branquiégeno se fusionan en sentido ascendente. Aproximadamente en el centro se
produce una condensacion de mesénquima que se corresponde con la zona donde se
desarrolla el tenddn de la comisura anterior o quilla tiroidea (Wustrow, 1970; Narcy y

cols., 1979).

MUSCULATURA LARINGEA

La musculatura de laringe se esboza a finales de la cuarta semana, pero los
musculos sélo son delimitables al final del segundo mes. La musculatura laringea no se
sujeta a ningun elemento esquelético extralaringeo, pues une entre si a los cartilagos y
procede de los mismos arcos branquidgenos cuarto y sexto (Wustrow, 1970). Sanudo
(1987), considera que el origen de la musculatura intrinseca de la laringe humana esta
dispuesto en condensaciones mesenquimales como columnas celulares longitudinales,
las cuales, atendiendo a su posicidon con relacién a la cavidad laringea, son laterales,

anterior y posterior.
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Del cuarto arco branquial deriva el musculo cricotiroideo. Del mesénquima de este
arco también nace, pero hacia la parte posterior, el musculo constrictor faringeo

inferior. (Hast, 1972; Hast, 1978).

Los restantes musculos intrinsecos se originan en el sexto arco branquiégeno. Unos
se sitlan en la parte posterior de glotis: los musculos cricoaritenoideos laterales, los
cricoaritenoideos posteriores y el interaritenoideo. Otros se dirigen hacia delante para
insertarse en el cartilago tiroides, los tiroaritenoideos. Durante la formacion de dicho
cartilago, en el tercer mes de vida embrionaria, los repliegues vocales son arrastrados

hacia delante, desde los aritenoides hasta el vértice interno de la [dmina tiroidea.

Simultdneamente se van constituyendo también los ventriculos de Morgagni, que
progresivamente se irdn ahuecando para delimitar mejor las bandas ventriculares y los
repliegues vocales. El ligamento vocal se forma dentro de estos repliegues

tiroaritenoideos, por condensacion de su mesodermo (Tucker, 1993).

La inervacién de la musculatura intrinseca es realizada por los nervios laringeos
inferiores o recurrentes de cada lado, también derivados del sexto arco branquiégeno.
Ambos nervios, al igual que la musculatura intrinseca, tuvieron que emigrar desde la
region epicardica en direccion cefdlica, hasta ocupar su lugar en el interior laringeo.
Debido a la persistencia del ductus arterioso, el recurrente izquierdo conserva un asa
larga que delata que tuvo que emigrar desde la parte superior del térax hacia el
interior de la laringe (Tucker, 1993). El nervio laringeo superior procede del cuarto arco

branquidgeno para inervar al musculo cricotiroideo.
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El sistema vascular primitivo se modela inicialmente siguiendo la distribucion de los
arcos branquiales, a partir del mesodermo de cada uno. Cabe sefialar que el nervio del
cuarto arco o laringeo superior, se coloca por delante de su arteria, mientras que el del
sexto arco, el laringeo inferior o recurrente, se localiza detrds de su arteria, lo que
entranara importantes consecuencias respecto a su trayecto en el adulto (Davis y Nail,

1994).

El epitelio de revestimiento del esbozo laringeo, inicialmente es de tipo poliédrico
embrionario y procede del endodermo. En el tercer mes del desarrollo embrionario
aparecen los primeros elementos celulares ciliados en las bandas ventriculares y
ventriculos de Morgagni (Tucker y Smith, 1962). Hacia el quinto mes, el epitelio de las
cuerdas se transforma en escamoso estratificado no queratinizado (Tucker y Smith,
1976), este mismo tipo de epitelio cubrira también la cara laringea de la epiglotis. El
resto de estructuras supragldticas y subgldticas quedan recubiertas por epitelio

pseudoestratificado de tipo respiratorio (Friedman y Ferlito, 1988).

Los elementos glandulares se desarrollan entre el tercer y quinto mes de gestacion.
En primer lugar aparecen sobre la cara laringea de la epiglotis y las bandas
ventriculares, para ir extendiéndose progresivamente hacia los ventriculos y la
subglotis, respetando en todo momento a las cuerdas vocales, donde no se desarrollan
glandulas. Sin embargo, algunos canales excretores de las glandulas ventriculares
podrian extenderse hacia las cuerdas vocales, lo que permitiria explicar la existencia de

guistes congénitos intracordales (Narcy y cols., 1979).
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DESARROLLO LARINGEO

Entre el final del segundo mes y el comienzo del tercero, la laringe presenta ya su
conformacion definitiva. A partir de este momento crecerd e ird modificando su
posicion con relacion al resto de estructuras de la cabeza y del cuello. Las dimensiones
laringeas pasan de unos 2.5 cm de altura en el segundo mes, hasta los 20 cm a los

nueve meses (Perrin y Perrin, 1985).

En la especie humana, entre las semanas 232-252 de gestacion, la epiglotis se
mantiene alta y solapada con el velo del paladar, reproduciendo asi una distribucion
similar a la comentada para otros mamiferos de la escala filogenética, por un lado lo
gue sera la via respiratoria, con una continuidad entre las fosas nasales, laringe y
pulmones, por otro, la via digestiva superior, que transcurre por boca, faringe, senos
piriformes y acaba en eséfago (Wolfson et al.,, 1990). Mediante ultrasonidos se ha
observado que entre la semana 332 y la 352 existe ya una coordinacién eficiente entre
la succion vy la deglucion, con una posicion laringea muy alta. Es después del segundo
trimestre de gestacion, cuando la laringe empieza a descender desde su elevada
posicion inicial, practicamente en contacto con las coanas (Tucker, 1993). En el recién
nacido a término encontramos patrones de succién, deglucion y respiracion

completamente desarrollados y sincronizados (Arvedson y Rogers, 1998).

Durante el estadio fetal, la laringe experimenta un crecimiento en tamafio y un
descenso respecto a su elevada posicion inicial. A lo largo de la infancia continuara
bajando hacia su posicién final, que es alcanzada al terminar la adolescencia y cuya
altura en el segmento cervical es variable segun el sexo (Magriples y Laitman, 1987;

Laitman y Reindenberg, 1993).
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1.1.3.- FILOGENIA DE LA LARINGE

El interés por el desarrollo filogenético del aparato fonatorio y respiratorio comenzé
bastante después de que Darwin publicara su tratado “El origen de las especies por
medio de la seleccién natural, o la preservacion de las razas favorecidas en la lucha por
la vida”, en el ultimo tercio del siglo XIX (Darwin, 1859). La base del conocimiento
actual sobre la filogenia de la laringe se asienta sobre los estudios de Sir Victor Negus
(Negus, 1949), posteriormente desarrollados por Wind (1970). Los primeros estudios
comparativos que se realizaron fueron de tipo morfoldgico. Las investigaciones de

caracter funcional que se realizaron mas tarde, utilizaron mayoritariamente laringes

humanas, salvo algunas excepciones en animales.

El conjunto de los elementos que van a constituir la laringe se inicia en los anfibios,
cuando aparece la encrucijada aerodigestiva que sirve como valvula de cierre del
aparato respiratorio en el acto de la deglucién. Todas las demas funciones

especializadas aparecen progresivamente en la escala filogenética, y es la ultima de

ellas la fonacién (Avellaneda, 2000).

Los primeros elementos que
podemos identificar que  estan
separando la via aérea de la digestiva,
se encuentran en los  peces
pulmonados como los protopterus
unos arcaicos peces 0seos que
aparecieron durante el Periodo

Devodnico, en la segunda mitad de la

Figura 1.1.3.1 Protopterus
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Era Primaria, hace unos 320 millones de afios (Ciges, 1973) (Figura 1.1.3.1) en forma de
pequefios haces musculares alrededor de la entrada de una pequefia bolsa, inicio del

pulmén (Negus, 1957; Romer, 1963).

En los anfibios primitivos aparece un par de elementos hialinos situados
lateralmente al sistema primitivo tragueobronquial. En los anfibios mas
evolucionados, los urodelos, que son anfibios con cuatro patas y cola en su estado
adulto, como la salamandra, aparecen cartilagos laterales, que prefiguran los
aritenoides, y un cartilago cricotraqueal (Fink, 1956). En estos animales, la posicion de
reposo de la laringe sigue siendo cerrada como adaptacién a la vida acuatica;
abriéndose sdlo para permitir la entrada de aire (Naifeh y cols., 1970). Poseen ademas
musculos constrictores y dilatadores. En los anfibios anuros, los anfibios que en estado
adulto tienen cuatro patas y carecen de cola, como la rana, las branquias existentes en
el renacuajo desaparecen en el adulto y la respiracidén se hace Unicamente pulmonary
cutanea. Su laringe esta formada por un par de cartilagos semicirculares que se
corresponden con los aritenoides, bien diferenciados, y un anillo completo que se
corresponde con el cricoides, un sistema dilatador y constrictor mas desarrollado, pero
la trdquea es casi inexistente todavia (Negus, 1957; Romer, 1963).
Posterolateralmente tiene un par de procesos bronquiales largos y delgados. Como
sucede en los peces pulmonados, la respiracion se efectia mediante la inyeccidn de un
volumen de aire en los sacos pulmonares. No obstante, en los anfibios el ritmo
respiratorio es mucho mas elevado que en los peces, y la laringe es susceptible de

producir sonidos.

Los reptiles superiores presentan por primera vez un cartilago anular rigido que,
para cerrarlo, necesita un elemento movil, describiéndose dos aritenoides que abren

hacia delante. Los cocodrilidos tienen ya una envoltura rigida que serd el cartilago
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tiroides y aparece ya una tabicacion muscular entre térax y abdomen, esbozo del
diafragma, que facilita una depresidn toracica mas acentuada durante la respiracion.
En los reptiles ademds aparece ya el hueso hioides. La respiracién cutanea desaparece
a favor de la pulmonar exclusiva y de la caja toracica, motor de dicha respiracién. De
forma paralela, la traquea se desarrolla y se equipa con cartilagos, lo que evita su
colapso respiratorio. Contrariamente a lo que ocurre en los anfibios, la renovacién del
aire pulmonar es incompleta, por lo que el aire inspirado se mezcla con el ya existente
en los pulmones. Otra diferencia con los anfibios es que los reptiles producen escasos
sonidos, a no ser un escaso silbido originado por el paso forzado del aire a través de
una laringe casi cerrada, aunque algunos cocodrilos son capaces de desarrollar una
especia de gruiidos. La laringe de los reptiles permanece todavia en una posicién muy
elevada y cercana a la boca. En algunos, por encima de los aritenoides existe un
repliegue membranoso equivalente a la epiglotis primitiva. Con él, ademas de
conseguir una nueva proteccién durante la deglucidon, se empieza a configurar el
vestibulo laringeo, lo que significa un agrandamiento de las dimensiones intralaringeas
y un precedente necesario para la posterior formacion de los repliegues vocales (Fink,

1962).

Las aves se situan fuera de la filiacion que conduce de los reptiles a los mamiferos.
Su laringe es parecida a la de los reptiles, pero carece de funcidn vocal, si bien poseen
un érgano vocal, la siringe, situada en el extremo caudal de la traquea, es decir, en la
bifurcacion traqueal, y funciona gracias al paso de aire por ellas de manera analoga al
funcionamiento de la laringe vy las cuerdas vocales de los mamiferos (Ciges 1973). No
todas las aves tienen siringe. La siringe (Figura 1.1.3.2) esta formada principalmente
por los cartilagos traqueales y bronquiales, los cuales se ensanchan para formar una
caja de resonancia. Unidos a estos cartilagos se encuentran varios musculos externos,
los cuales tienen la funcion de dilatar o reducir la luz del tubo de la siringe con el

objeto de regular el aire. Puesto que la siringe se ubica donde la trdquea se bifurca
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para formar los bronquios, mas profundo que la laringe mamifero, muchos pajaros

cantores pueden producir dos sonidos o TRAQUEA

ANILLOS TRAQUEALES | MUSCULOS INTRISECOS

mas simultaneamente. Por la parte interna
de los bronquios se encuentran uno o dos

pares de membranas vibratiles, llamadas

membranas  timpanicas, las  cuales,

MEMBRANAS T
TIMPANIFORMES S ; )

y

los 7~

—

dependiendo de su grosor y apertura, vibran

!

o~

SACO

AEREO

de modo diferencial para producir

o ) BRONQUIOS
distintos sonidos.

Figura 1.1.3.2 Siringe

En los mamiferos la laringe adquiere su maxima evolucion. Los cetaceos, mamiferos
acuaticos, tienen una laringe en posicidn retronasal, que puede aislar completamente
las vias respiratorias y digestivas. La epiglotis del mamifero estda muy desarrollada, por
lo que el olfato se puede mantener constante para poder comer y oler al mismo
tiempo, sobre todo en herbivoros y felinos de caza nocturna. La epiglotis facilita la
separacion completa entre las vias aéreas y las digestivas, particularmente en los
herbivoros, en los que el tubo laringeo asciende bastante en la nasofaringe y la
epiglotis es muy grande. En los carnivoros, la deglucién se hace subiendo la laringe,
gue se adapta a la epiglotis, el hioides y la base de la lengua, Los aritenoides rotan

ventralmente y se cierra el esfinter vocal por contractura muscular.

A medida que subimos en la escala filogenética y se adquiere la posicion erecta,
baja la laringe, disminuye el tamafio de la epiglotis y la propia laringe se hace vertical,
situandose por debajo del hioides. La posicidon de la laringe condiciona igualmente el
poder olfatorio, cuanto mas alta mejor olfato y cuanto mas baja menos poder
olfatorio. Gracias a esta configuracién, la mayoria de los mamiferos terrestres que

dependen del olfato para comunicarse con el medio y pueden permanecer olfateando
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mientras se alimentan, algo primordial para su supervivencia frente a los

depredadores (Laitman, 1977; Reidenberg y Laitman, 1987; Tucker, 1993).

Los primates presentan escasas peculiaridades con relacion a los demas
mamiferos, aunque cabe destacar un desarrollo mas importante de los pliegues
vocales y de los vestibulares (Laitman, 1977; Lieberman, 1984; Tucker, 1993), sin duda
en conexion con la braquiacidn, es decir, con la necesidad de traicionar con los brazos,
funcién propia de especies arboricolas. En el ser humano se aprecia una diferencia
fundamental y que concierne a la situacion de la laringe. Efectivamente, con relacién a
la del chimpancé, la laringe del hombre adulto esta colocada mas caudal, por lo cual la
epiglotis no alcanza el velo palatino, lo que imposibilita la ejecucion simultanea de
respiracion y deglucién y, en cambio, permite que puedan producirse fendmenos de
falsa ruta alimentaria. La situacion de la epiglotis en el recién nacido es similar a la del
chimpancé experimentando luego con el desarrollo un descenso. Esta situacién mas
baja de la laringe determina un aumento de volumen de la cavidad faringea, lo que
facilita enormemente las posibilidades de articulacion del habla (Laitman vy

Reindenberg, 1993).
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Elementos Aritenoides | Cricoides | Epiglotis | Tiroides | Tiroides | Corniculados | Cuneiformes | Sacos Laringe
dividido | Unico aéreos | Descendida

Estadios

Dipneos No No No No No No No No No

Urodelos Si No No No No No No No No

Anuros Si Si No No No No No No No

Reptiles Si Si +/- No No No No No No

terrestres

Mamiferos Si Si Si Si No No No No No

que ponen

huevos

Marsupiales | Si Si Si Si Si Si No No No

Mamiferos Si Si Si Si Si Si Si No No

placentarios

Primates Si Si Si Si Si Si Si Si No

arbdreos

Homo Si Si Si Si Si Si Si Si Si

Tabla 1.1.2.1. Secuencia de aparicion filogenética de los elementos laringeos (Fink, 1975; Bermudez de

Alvear, 2000) .Columna izquierda: las especies por orden taxondémico de distancia al hombre. Fila

superior: la secuencia en la que presumiblemente se fueron afiadiendo las principales estructuras; esta

secuencia fue deducida por los estudios morfolégicos de Negus (1931), Starck y cols. (1960) y Wind

(1970).
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1.1.4.- CENTROS NERVIOSOS DEL CONTROL LARINGEO

1.1.4.1.- EL NUCLEO AMBIGUO: ORGANIZACION GENERAL Y DE LAS NEURONAS DE LA

MUSCULATURA INTRINSECA LARINGEA

FILOGENIA

La organizacion funcional y topografica de las motoneuronas en el nicleo ambiguo
refleja la evolucion de las funciones de la laringe, desde la primaria funcion respiratoria

a las funciones mas avanzadas de vocalizacion (Malmgren y Gacek, 2009).

Los reptiles son la primera especie en la que el nucleo ambiguo se diferencia
anatédmicamente como una entidad individualizada, separandose las neuronas
eferentes del vago en los nucleos dorsal y ventral, siendo este ultimo el denominado
nucleo ambiguo (Barbas-Henry y Lohman, 1988). En los mamiferos, la adicién de mas
capacidades complejas de comunicacion y expresion hacen que el nucleo ambiguo
proyecte de una manera muy organizada y precisa a estructuras supradiafragmaticas
incluyendo la laringe, faringe, paladar blando, esdfago, bronquios y corazén (Kalia y

Mesulam, 1980 ab).

RETROSPECTIVA HISTORICA DEL NUCLEO AMBIGUO

El nucleo ambiguo se identific6 como el nucleo ventral de origen real del nervio
vago a mediados del siglo XIX, definiéndose como una columna de células embebida
en la formacion reticular ventrolateral de la médula oblongada, situada caudalmente al
nucleo motor del facial y hasta la oliva inferior, y cuyas fibras eran conducidas por el

nervio vago (Van Gehuchten, 1898; Bunzl-Federn, 1899, Molhant, 1912; Ramdn y Cajal,
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1909). Sin embargo fue Krause (1876) quién le otorgd el nombre de nucleo ambiguo
por lo “indefinido” de su estructura al hallarse sus neuronas entremezcladas con las de

la formacidn reticular, aunque este autor negé su conexién con el nervio vago.

Aunque Ramodn y Cajal (1909) ya describié que los axones de las neuronas del
nucleo ambiguo no sélo eran conducidas por el nervio vago sino también por los
nervios glosofaringeo y accesorio, es mucho mas tarde, gracias a los trabajos llevados a
cabo por Lawn (1966ab), cuando se incluyeron definitivamente las células motoras de
origen real del nervio glosofaringeo entre las que constituyen el nicleo ambiguo. Asi,
se describe el nldcleo ambiguo como el origen de los nervios motores que inervan la
musculatura visceral especial relacionada con funciones vitales tales como Ia

respiracion, deglucion o fonacion.

Sin embargo, ya desde principios del siglo XX diversos autores describieron que una
parte del ndcleo ambiguo podria contener neuronas con una funcionalidad diferente,
en lo que denominaron formacién externa (Marinesco y Parhon, 1907; Hudovering,
1908). Mas tarde se confirmd que, efectivamente, el nucleo ambiguo presenta una
subdivisiéon ubicada ventrolateralmente al nucleo ambiguo “clasico”, formada por
neuronas preganglionares parasimpaticas que constituyen el origen real de las fibras

vagales cardiacas (Kosaka, 1909; Nosaka y cols., 1979; Bieger y Hopkins, 1987).

MODELOS ANIMALES Y TECNICAS EMPLEADAS EN LOS ESTUDIOS DE LA

REPRESENTACION LARINGEA DENTRO DEL NUCLEO AMBIGUO

Mediante técnicas diversas, y en diferentes modelos animales, se ha descrito la
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organizacién morfofuncional de las motoneuronas del nicleo ambiguo que inervan los

diferentes musculos intrinsecos de la laringe.

Son varios los 6rdenes de animales estudiados y varias las técnicas empleadas para
el analisis de la representacién laringea dentro del nucleo ambiguo. Los animales
estudiados han sido: carnivoros (Szentagothai 1943; Gacek,1975; Kalia y Mesulam
1980ab; Lobera y cols., 1981; Yoshida y cols., 1982; Pasaro y cols., 1983; Davis y Nail,
1984; Portillo y Pasaro, 1988), lagomorfos (Lawn, 1966ab; Davis y Nail, 1984), roedores
(Hinrichsen y Ryan, 1981; Lobera y cols., 1981; Pasaro y cols., 1981; Bieger y Hopkins,
1987; Basterra y cols., 1987; Portillo y Pasaro, 1988; Saxon y cols., 1996) y quirdpteros

(Schweizer y cols., 1981).

Las técnicas empleadas en estos estudios han incluido: lesiones estereotaxicas
(Szentagothai, 1943), seccidn nerviosa y degeneracion walleriana (Lawn, 1966ab; Davis
y Nail, 1984), trazado con aminoacidos tritiados, peroxidasa del rabano picante
(horseradish peroxidase, HRP) y conjugados, o trazadores fluorescentes (Gacek, 1975;
Kalia y Mesulam, 1980ab; Schweizar y cols., 1981; Lobera y cols., 1981; Hinrichsen y
Ryan, 1981; Péasaro y cols., 1981; Yoshida y cols., 1982; Pasaro y cols., 1983; Davis y

Nail, 1984; Basterra y cols., 1987; Portillo y Pasaro, 1988; Saxon vy cols., 1996).

ORGANIZACION DEL NUCLEO AMBIGUO

Atendiendo a la distribucién somatotdpica de los misculos intrinsecos de la laringe,
segln sean éstos musculos abductores o musculos aductores, Gacek (1975) describio
una distribucidn somatotépica dorsoventral de la musculatura laringea

aductora/abductora dentro del nicleo ambiguo. Asi, las motoneuronas que inervan la
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musculatura abductora, es decir, el musculo cricoaritenoideo posterior, se localizan en
la parte ventral del nucleo ambiguo; mientras que las motoneuronas que inervan la
musculatura aductora, es decir, las de los musculos tiroaritenoideo, cricoaritenoideo

lateral y aritenoideo, se situan en la parte dorsal del nicleo ambiguo.

Por otro lado, otros autores consideran el nucleo ambiguo como una columna
continua sin segregacion dorsoventral aductora/abductora (Szentagothai, 1943; Lawn,
1966ab; Hinrichsen y Ryan, 1981; Schweizar y cols., 1981; Lobera y cols., 1981; Pésaro

y cols., 1981).

Fueron Bieger y Hopkins (1987), en su ya clasica publicaciéon quienes establecieron
el que hasta hoy es el modelo de representacion de la laringe en el nicleo ambiguo
mas reconocido. Asi, establecieron que esta representacién de la laringe en el nucleo
ambiguo se sitla en la regién mas caudal del mismo (Lawn, 1966a; Bieger y Hopkins,
1987). De ahora en adelante nos referiremos exclusivamente a esta representacion
laringea en el nlucleo ambiguo, para desarrollar las diferentes descripciones que se han

realizado de este territorio del nucleo.

La organizacién viscerotdpica del nucleo ambiguo estd constituida por dos

divisiones principales (Bieger y Hopkins, 1987):

A) Divisidon ventral. Es la formacion externa, formada por neuronas eferentes

preganglionares parasimpaticas cardiacas.

B) Division dorsal. Esta formada por las neuronas eferentes que inervan los
musculos estriados de la laringe, la faringe y el es6fago. Esta division, a su vez, puede

ser dividida en tres subdivisiones organizadas rostrocaudalmente:
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e Formacién compacta: Es la subdivisidn mas rostral. Proyecta a todos los niveles

del esofago, es decir, es la subdivisién esd6fagomotora.

e Formacién semicompacta: Es la subdivision intermedia que se extiende
caudalmente a la formaciéon compacta, aunque algunas de las neuronas que inervan el
musculo cricotiroideo se situan en el mismo plano que la formacidn compacta.
Contiene las neuronas que inervan los musculos constrictores de la faringe y el

musculo cricotiroideo.

e Formacion laxa: Es la subdivision mas caudal. Contiene las motoneuronas que
proyectan sus fibras para inervar a los musculos intrinsecos de la laringe, con

excepcion del musculo cricotiroideo.

Por otro lado, en la literatura anterior a estos autores, se encuentran términos

|II

como “nucleo retrofacial” y “nucleo retroambiguo”, usados de distinta forma
dependiendo de qué autor se trate. Bieger y Hopkins (1987) trataron de unificar los
criterios con los que clasificar a estos dos nucleos. El término de nucleo retrofacial se
ha utilizado para designar a la parte mas rostral del ndcleo ambiguo y corresponde,
por lo tanto, si no en su totalidad si mayoritariamente, a la formaciéon compacta del
nucleo ambiguo (Bieger y Hopkins, 1987). El nucleo retroambiguo se sitlua en una
posicion analoga a la de la columna intermediolateral de la médula espinal, pero en la
médula oblongada, y por ello la correspondencia es clara con las motoneuronas

laringeas caudales de la formacion laxa y algunas de las células cardiomotoras de la

formacion externa (Kalia y Mesulam, 1980ab; Bieger y Hopkins, 1987).
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ORGANIZACION SOMATOTOPICA DEL NUCLEO AMBIGUO

En cuanto a la representaciéon somatotdpica individualizada de cada musculo en el
nucleo ambiguo, el patron general describe una organizacion rostrocaudal. El patron
para cada uno de los musculos intrinsecos laringeos se establecio por primera vez en el
afio 1943 mediante experimentos de degeneracion nerviosa tras lesiones
estereotaxicas teniendo como modelo animal el gato y el perro (Szentagothai, 1943).
Tras la lesion eléctrica realizada en el tronco del encéfalo se observaba en qué
musculos laringeos se producia la degeneracion de las placas motoras. De este modo
se comprobd que el musculo cricotiroideo tiene sus motoneuronas en la posiciéon mas
rostral, seguido en direccion caudal por las neuronas del musculo cricoaritenoideo
posterior, las del tiroaritenoideo, las del cricoaritenoideo lateral y por ultimo las del
musculo aritenoideo (Szentagothai, 1943). Esta organizacién rostrocaudal en el que las
neuronas del musculo cricotiroideo son las mas rostrales, y estan ubicadas en la
formaciéon semicompacta (Bieger y Hopkins, 1987), ha sido confirmada en muchos
trabajos posteriores (Gacek, 1975; Lawn, 1966ab; Hinrichsen y Ryan, 1981; Schweizar y
cols., 1981; Yoshida y cols., 1982; Pasaro y cols., 1983; Davis y Nail, 1984; Basterra y

cols., 1987; Portillo y Pasaro, 1988).

Sin embargo, no hay tanta unanimidad en cuanto a la distribucién somatotdpica del
resto de las motoneuronas correspondientes a los demas musculos intrinsecos de la
laringe. Por un lado, se describen que las neuronas que inervan el musculo
cricoaritenoideo posterior son las mas caudales del nucleo ambiguo (Hinrichsen vy
Ryan, 1981), mientras que otros autores describen a estas neuronas situadas
inmediatamente caudales a las que inervan el musculo cricotiroideo (Szentagothai,
1943; Yoshida y cols., 1982; Davis y Nail, 1984). También hay autores que han descrito

las neuronas del musculo cricoaritenoideo posterior dispersas entre las poblaciones de
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neuronas que inervan el musculo tiroaritenoideo o el cricoaritenoideo lateral o
solapando con ambas poblaciones, aunque siempre inmediatamente caudales a las
neuronas que inervan el musculo cricotiroideo (Davis y Nail, 1984; Yoshida y cols.,

1982; Basterra y cols., 1987).

Hay otros autores que han descrito dos poblaciones de motoneuronas que inervan
el musculo cricoaritenoideo posterior, separadas entre si, de forma que cada una es
una poblacion discreta. Una de estas poblaciones es caudal y se encuentra solapada en
extension rostrocaudal con las poblaciones de los musculos tiroaritenoideo vy
cricoaritenoideo lateral; la otra poblacidon, mas rostral, solapa con las neuronas del
musculo cricotiroideo (Pasaro y cols., 1983; Portillo y Pasaro, 1988) Gacek (1975)
también encontré esta distribucion dual de neuronas que inervan el musculo
cricoaritenoideo posterior. Una poblacion se situa en la parte rostral, lo que él mismo
llama nucleo retrofacial, y la otra poblacion se situa en la parte caudal, en el nucleo

ambiguo.

Con respecto a la representacion ipsilateral, contralateral o bilateral de los
musculos intrinsecos de la laringe en la médula oblongada, una amplia mayoria de
autores han descrito una representacioén ipsilateral (Lawn, 1966ab; Hinrichsen y Ryan,
1981; Schweizar vy cols., 1981; Lobera y cols., 1981; Pasaro y cols., 1983; Yoshida y
cols., 1982; Davis y Nail, 1984; Basterra y cols., 1987; Portillo y Pasaro, 1988). Sin
embargo, algunos autores han descrito una representacion bilateral de todos los
musculos laringeos en la médula oblongada de la rata (Pasaro y cols., 1981; Lobera y
cols., 1981). Otros autores han descrito, en el gato, que los musculos aritenoideo y
cricoaritenoideo posterior tienen una representaciéon contralateral en el nucleo

ambiguo (Gacek, 1975).
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CUANTIFICACION DEL NUMERO DE NEURONAS QUE COMPONEN EL NUCLEO

AMBIGUO

Existen diferentes trabajos realizados en diferentes animales de experimentacion
en los que se describe el nimero y tipos de motoneuronas laringeas, en los que se
observa una gran variabilidad tanto intraespecifica como interespecifica (Pasaro vy
cols., 1983; Davis y Nail, 1984; Lobera vy cols., 1981; Gacek, 1975; Lawn, 1966a;
Hinrischen y Ryan, 1981; Portillo y Pasaro, 1988; Pasaro y cols., 1981; Bieger y Hopkins,
1987; Ranson y cols., 1995; Saxon y cols., 1996; Schwiezer y cols., 1981; Basterra y

cols., 1987; ) (Tablas 1.1.4.1.1-1.1.4.1.8).

Con respecto al niumero de neuronas, se ha descrito en el gato 220 neuronas
laringeas en el nucleo ambiguo, sin detallar el nUmero de neuronas que inervaban
cada musculo intrinseco laringeo (Lobera y cols., 1981). Otros autores si que han
descrito el niUmero de neuronas que inervaban cada musculo intrinseco laringeo en el
gato. De esta manera, se ha descrito que en las dos poblaciones de neuronas descritas
en el gato hay una media de 133 neuronas pertenecientes a la poblacion localizada en
los dos tercios caudales de la representacion laringea del ndcleo ambiguo, que
proyecta a los musculos cricoaritenoideo lateral, tiroaritenoideo y cricoaritenoideo
posterior (Pasaro y cols., 1983). En la poblacion de motoneuronas situada en el tercio
rostral de la representacién laringea del nucleo ambiguo, que proyectan a los musculos
cricoaritenoideo lateral y cricotiroideo se ha descrito una media de 113 neuronas. Por
tanto el numero total de neuronas laringeas en el gato adulto es de 246 neuronas
(Pasaro y cols., 1983). Otros autores, también en el gato adulto, detallaron que la
media de neuronas que inervan el cricotiroideo era 141; la media de neuronas que
inervan el tiroaritenoideo son 170 y la del cricoaritenoideo lateral son 112, lo que haria

un total de 534 neuronas en el nucleo ambiguo (Davis y Nail, 1984). En cuanto al
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numero de neuronas encontradas en el gato recién nacido, se ha descrito una media
de 100 neuronas que inervan el cricoaritenoideo posterior, una media de 200
neuronas inervando el cricotiroideo, una media de 50 neuronas que inervan el
musculo tiroaritenoideo, una media de 35 neuronas que inervan el cricoaritenoideo
lateral y 150 neuronas que inervan el musculo aritenoideo. Esto supone que el niUmero
total de neuronas del nudcleo ambiguo que inervan los musculos intrinsecos laringeos

en el gato recién nacido es de 535 neuronas (Gacek, 1975) (Tabla 1.1.4.1.1).

AUTOR TECNICA NUMERO DE NEURONAS ‘
Gacek (1975) HRP en musculos intrinsecos | CT: 200; CAP: 100; TA: 50;
CAL: 35; A: 150. TOTAL: 535

Loberay cols. (1981) HRP en musculos intrinsecos | TOTAL: 220

Pasaro y cols. (1983) HRP en musculos intrinsecos | CT : 113 ; CAP : 189 ; CAL-TA:
133. TOTAL: 246

Davis y Nail (1984) HRP en musculos intrinsecos | CAP: 111; CT: 141; TA: 170;
CAL: 112. TOTAL: 534

Tabla 1.1.4.1.1. Diversos estudios sobre el nimero de neuronas laringeas realizados en el gato. Se
indican, para cada estudio, los autores y afios del estudio, la técnica empleada, asi como el nimero de
neuronas laringeas encontradas en el nucleo ambiguo, indicando tanto el nimero total como el nimero
de neuronas del nicleo ambiguo que inervan cada musculo intrinseco de la laringe.

Abreviaturas: HRP: peroxidasa de rdbano picante; CT: mdusculo cricotiroideo; CAP: musculo
cricoaritenoideo posterior; CAL: musculo cricoaritenoideo lateral; TA: musculo tiroaritenoideo; A:
musculo aritenoideo.

Lawn (1966b), en el conejo, describid la existencia de 300 neuronas en la formacién
difusa del nucleo ambiguo, es decir, en la parte laringomotora del nucleo. A su vez,
también describid la existencia de 50 neuronas en la columna medial de la formacion
compacta, es decir, neuronas que inervan al musculo cricotiroideo. Mas tarde, Davis y
Nail (1984), también en el conejo, describieron 178 neuronas en el nicleo ambiguo

gue inervaban el musculo cricoaritenoideo posterior, 257 neuronas que inervaban el
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tiroaritenoideo, 261 neuronas que inervaban el cricoaritenoideo lateral y, por ultimo,

101 neuronas que inervaban el musculo cricotiroideo (Tabla 1.1.4.1.2).

AUTOR TECNICA NUMERO DE NEURONAS ‘

Lawn (1966b) Seccion de NLR, NLS, tronco del vago y | FL: 300. Col Med (CT): 50

glosofaringeo (degeneracién neuronas)

Davis y Nail (1984) | HRP en musculos intrinsecos CAP: 178; CT: 101; TA: 257;
CAL: 261

Tabla 1.1.4.1.2. Diversos estudios sobre el nimero de neuronas laringeas realizados en el conejo. Se
indican, para cada estudio, los autores y afios del estudio, la técnica empleada, asi como el nimero de
neuronas laringeas encontradas en el nucleo ambiguo, en alguna division de éste, ya sea de modo
general o dependiendo de a qué musculo intrinseco inerven.

Abreviaturas: NLR: nervio laringeo recurrente; NLS: nervio laringeo superior; HRP: peroxidasa de rabano
picante; CT: musculo cricotiroideo; CAP: musculo cricoaritenoideo posterior; CAL: musculo
cricoaritenoideo lateral; TA: musculo tiroaritenoideo; FL: formacién laxa del nucleo ambiguo; Col Med:

columna medial de la formacion semicompacta del nicleo ambiguo.

En la rata han sido numerosos los trabajos que describen el nimero de neuronas en
el nucleo ambiguo, y todos ellos son bastante coincidentes en cuanto a su descripcion.
Asi, Hinrischen y Ryan (1981) describieron entre 24 y 175 neuronas inervando el
musculo cricotiroideo, entre 17 y 166 neuronas inervando el musculo cricoaritenoideo
posterior y entre 49 y 109 neuronas inervando los musculos tiroaritenoideo vy
cricoaritenoideo lateral. Portillo y Pasaro (1988) describieron unos numeros muy
similares: entre 41 y 90 neuronas inervando el musculo cricotiroideo, entre 24 y 90
neuronas inervando el musculo cricoaritenoideo posterior, entre 28 y 76 neuronas
inervando el musculo tiroaritenoideo y 30 neuronas inervando el musculo

cricoaritenoideo lateral.
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TECNICA NUMERO DE NEURONAS
Hinrichsen y  Ryan | HRP en musculos intrinsecos CT: 24-175; CAP: 17-166;
(1981) CAL-TA: 49-109

Bieger y Hopkins (1987) | HRP en ganglio supranodoso del | FL:140; FSC: 170; FE: 100

nervio vago

Pasaro y cols.(1981) HRP en musculos intrinsecos de la | NA: 100-300

laringe, faringe y paladar blando

Portillo y Pasaro (1988) | HRP, DY o TB en musculos | CT: 41-90; CAP: 24-90; TA:
intrinsecos de la laringe 28-76; CAL: 30

Tabla 1.1.4.1.3. Estudios sobre el numero de neuronas laringeas realizados en la rata. Se indican, para
cada estudio, los autores y afios del estudio, la técnica empleada, asi como el nimero de neuronas
laringeas encontradas en el nicleo ambiguo, en alguna divisién de éste ya sea de modo general o
dependiendo de a qué musculo intrinseco laringeo inerven.

Abreviaturas: NLR: nervio laringeo recurrente; NLS: nervio laringeo superior; HRP: peroxidasa de rdbano
picante; X supranodoso: ganglio supranodoso del nervio vago; X cervical: ganglio cervical del nervio
vago; CT: musculo cricotiroideo; CAP: musculo cricoaritenoideo posterior; CAL: musculo cricoaritenoideo
lateral; TA: musculo tiroaritenoideo; A: musculo aritenoideo; DY: Diamino Yellow; TB: True Blue; WGA:
Aglutinina del Germen de Trigo; FL: formacion laxa del nucleo ambiguo; FSC: formacidn semicompacta
del ndcleo ambiguo; FE: formacion externa; NA: nldcleo ambiguo.

Existen otros dos trabajos realizados en la rata en los que no se hace distincion
alguna de las neuronas que inervan cada musculo, sino que se describe de modo
general el nUmero de neuronas del ndcleo ambiguo. De esta manera, se han descrito
un numero de entre 100 y 300 neuronas en la representacion laringea del nucleo
ambiguo (Pasaro y cols., 1981), o un numero de 140 neuronas en la formacién laxa del
nucleo ambiguo, que inerva todos los musculos intrinsecos laringeos excepto el
crucotiroideo, asi como 170 neuronas en la formacion semicompacta, que inerva el
musculo cricotiroideo y la musculatura faringea (Bieger y Hopkins, 1987) (Tabla

1.1.4.1.3.).

En 1995, Ranson describid el nimero de neuronas marcadas en el nicleo ambiguo
tras el trazado de los nervios nervio laringeo recurrente y nervio laringeo superior con

HRP conjugada con WGA, en el vison y en el hurdn. En el vison describié una media de
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138 neuronas en el nucleo ambiguo tras el trazado del nervio laringeo superior y de
140 neuronas tras el trazado del nervio laringeo recurrente. En el hurdn describid una
media de 145 neuronas en el nucleo ambiguo tras el trazado del nervio laringeo

superior y de 190 neuronas tras el trazado del nervio laringeo recurrente (Tabla

1.1.4.1.4).

AUTOR ANIMAL TECNICA NUMERO DE NEURONAS

Schweizer y | Murciélago HRP en musculo CT y en | SLN: 500. RLN: 700

cols. (1981) NLR

Ranson y cols. | Visén. Hurén | WGA-HRP en NLS y NLR Hurén Visén

(1995) NLS NLR | NLS NLR
265 190 | 232 140
NA:145 | NA | NA:138 | NA
NDV:39 NDV:46

Hopkins y cols. | Cerdo HRP en rama cervical | NDV: + de 1000

(1984) neonato del vago NA: + de 1000 ipsilat

Tabla 1.1.4.1.4. Diversos estudios sobre el nimero de neuronas laringeas. Se indican, para cada estudio,
los autores y afios del estudio, el animal y la técnica empleados, asi como el nimero de neuronas
laringeas encontradas en el nicleo ambiguo, en alguna divisidn de éste.

Abreviaturas: NLR: nervio laringeo recurrente; NLS: nervio laringeo superior; HRP: Peroxidasa de Rabano
Picante; CT: musculo cricotiroideo; WGA: Aglutinina del Germen de Trigo; NDV: nucleo dorsal del vago;
NA: nucleo ambiguo.

MORFOLOGIA DE LAS NEURONAS DEL NUCLEO AMBIGUO

En cuanto a la morfologia de las neuronas del ndcleo ambiguo, tres han sido las
formas descritas en todos los animales estudiados: neuronas multipolares, piramidales
y fusiformes (Tablas 1.1.4.1.5-1.1.4.1.8). Estas neuronas han sido descritas de varios

tamafios: los autores que describieron en el gato dos tipos de poblaciones
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diferenciadas de neuronas que inervaban el musculo cricoaritenoideo posterior
fundamentaban esta distincion fundamentalmente en el tamafio y morfologia de sus
neuronas. Asi, la poblaciéon localizada en los dos tercios caudales de la representacion
laringea del nucleo ambiguo esta agrupada de manera dispersa, y sus neuronas
presentan morfologia multipolar de hasta 60 pm de didmetro, fusiforme de 20-23 pym
de didmetro y piramidal. La poblacidon situada en el tercio rostral de la representacién
laringea del nucleo ambiguo consta de neuronas de morfologia multipolar, de hasta 40
HMm de didmetro, y fusiforme (Pasaro et al, 1983). Gacek en 1975 también apuesta por
esta distribucion bimodal, basandose en el tamafio de las neuronas de ambas
poblaciones, ya que la poblacién rostral, o nucleo retrofacial, tiene neuronas mas

pequefias que las de la poblacion caudal o nucleo ambiguo. (Gacek, 1975).

AUTOR TECNICA FORMA TAMANO (um) ‘
Gacek HRP en musculos | DivDors : multipolares + grandes que las de la DivVent
1975 intrinsecos DivVent : multipolares | + pequeiias que las de la DivDors

NRF : fusiformes Pequefias y medianas
Kalia  y | HRP en musculos | Multipolares 40-50
Mesulam | intrinsecos,
1980 mucosa y
visceras
Lobera y | HRP en musculos | Multipolares 60
cols. intrinsecos Fusiformes 20-30
1981 Piramidales 40
Pasaro y | HRP en musculos | CT : Multipolares 20-36 (26)
cols. intrinsecos Fusiformes 20-36 (26)
1983 CAP : 2poblaciones
Multipolares 16-40 (24)
Multipolares 24-60 (41)
CAL-TA:
Multipolares 20-60 (49.2)
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Fusiformes 20-30
Piramidales 40
Davis y | HRP en musculos CAP:15-24.4
Nail intrinsecos CT:23-33
1984 TA: 33
CAL: 33

Tabla 1.1.4.1.5. Diversos estudios sobre la morfologia de las neuronas laringeas realizados en el gato. Se
indican, para cada estudio, los autores y afios del estudio, la técnica empleada, asi como la forma y el
tamafio de las neuronas laringeas encontradas en el nicleo ambiguo, en alguna division de éste o
dependiendo de a qué musculo intrinseco laringeo inerven.

Abreviaturas: HRP: peroxidasa de rabano picante; DivDors: division dorsal del nicleo ambiguo; DivVent:
divisién ventral; CT: musculo cricotiroideo; CAP: musculo cricoaritenoideo posterior; CAL: musculo
cricoaritenoideo lateral; TA: musculo tiroaritenoideo; NRF: ntcleo retrofacial.

También en el gato, Davis y Nail (1984) encontraron que las neuronas que inervan
los musculos cricoaritenoideo posterior, de morfologia fusiforme u ovoide, vy
cricotiroideo, son sensiblemente mas pequenas (23,6 y 26,4 um de diametro) que las
neuronas que inervan los musculos tiroaritenoideo y cricoaritenoideo lateral (31,7 um
de diametro), cuya morfologia es en su mayoria multipolar. Las neuronas con
morfologia fusiforme serian neuronas dilatadoras de la laringe, mientras que las
neuronas multipolares serian constrictoras de la laringe. Lobera y cols. (1981)
describieron, también en el gato, neuronas laringeas cuya morfologia variaba desde
neuronas multipolares grandes, de entre 20 y 60 um de didametro, fusiformes
pequeias, de entre 20 y 30 um de diametro, y piramidales medianas, de 40 um de

diametro (Tabla 1.1.4.1.5).

En la rata son numerosos los estudios dedicados al conocimiento de la morfologia y
tamafio de las neuronas del nucleo ambiguo. Asi, Lobera y cols. (1981) describieron
neuronas multipolares medianas, de 25 pum de diametro, y neuronas fusiformes
pequeias de 16 um de diametro, al igual que Pasaro y cols. (1981), que describieron

neuronas multipolares de 22 pym de didmetro mayor y 17 um de didmetro menor, y
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neuronas fusiformes de 29 um de didmetro mayor y 11 um de didmetro menor. Saxon
y cols. (1996) describieron neuronas multipolares grandes, de 40 pm de didmetro
mayor y 30 pm de diametro menor, y algunas motoneuronas pequefias, de 15 um de
didmetro mayor y 5 pm de didametro menor. Ambos tipos de neuronas son descritas
como motoneuronas a, ya que, segun los autores del estudio, las pequefas no
responden a la forma de las motoneuronas Y descritas previamente en la literatura. En
cuanto a la descripcion del tamafio y morfologia de las distintas neuronas que inervan
a los diferentes musculos laringeos, Unicamente se encuentran dos trabajos en la
literatura consultada que realizan esta descripcidn en la rata. Por un lado, Hinrischen y
Ryan (1981) describen Unicamente que existen dos tipos de neuronas que inervan el
musculo cricoaritenoideo posterior, unas grandes, de 830 um2 de area y otras
pequefias, de 400 um?2. Por otro lado, Portillo y Pasaro (1988), describieron a todas las
neuronas de morfologia multipolar, pero de diferentes tamafios, de manera que las
neuronas que inervan el musculo cricotiroideo tienen entre 15 y 30 um de diametro,
las que inervan el cricoaritenoideo posterior tienen entre 15 y 25 um de didmetro vy las
gue inervan los musculos tiroaritenoideo y cricoaritenoideo lateral tienen entre 25y
32 um de didmetro. Por ultimo, Bieger y Hopkins (1987), describieron en el nucleo
ambiguo neuronas de tamafio medio, sin especificar la dimensidon exacta, y neuronas
pequefias, de entre 15 y 20 um de diametro, en la formacién externa del nucleo

ambiguo (Tabla 1.1.4.1.6.).

AUTOR TECNICA FORMA TAMANO (um) ‘
Hinrichsen y | HRP en musculos PCA: grandes (830umz2),
Ryan (1981) intrinsecos, NLS y NLR pequefias (400um2)
Bieger y | HRP en Xsupranodoso, | Xsupranodoso:

Hopkins (1987) | Xcervical FL: Multipolares Medio
FE: Multipolares Medio
Xcervical:
NA:Multipolares Medio
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FE: Multipolares 15-20

Lobera y cols. | HRP en musculos | Rata:

(1981) intrinsecos Multipolares 25
Fusiformes 16

Pasaro vy cols Multipolares 17x22

(1981) Fusiformes 11x29

Portilloy Pasaro | HRP, DY o TB en | CT:

(1988) musculos intrinsecos Multipolares 20 (15-30)
CAP:
Multipolares 15-25
TA-CAL
Multipolares 25-32
Saxon vy cols. HRP-WGA en NLR Multipolares 41.7 x30.2
(1996)
Motoneur peq 15x5

Tabla 1.1.4.1.6. Diversos estudios sobre la morfologia de las neuronas laringeas realizados en la rata. Se
indican, para cada estudio, los autores y afios del estudio, la técnica empleada, asi como la forma y el
tamano de las neuronas laringeas encontradas en el nicleo ambiguo, en alguna division de éste o
dependiendo de a qué musculo intrinseco laringeo inerven.

Abreviaturas: NLR: nervio laringeo recurrente; NLS: nervio laringeo superior; HRP: peroxidasa de rabano
picante; X supranodoso: ganglio supranodoso del nervio vago; X cervical: ganglio cervical del nervio
vago; CT: musculo cricotiroideo; CAP: musculo cricoaritenoideo posterior; CAL: musculo cricoaritenoideo
lateral; TA: musculo tiroaritenoideo; DY: diamino yellow; TB: true blue; WGA: aglutinina del germen de
trigo; FL: formacion laxa del nicleo ambiguo; FE: formacién externa; NA: nlcleo ambiguo.

Lawn (1966ab), en el conejo, describid la existencia de multipolares grandes, en la
formacién difusa del ndcleo ambiguo, es decir, en la parte laringomotora del nucleo,

aunque no detallo las dimensiones precisas de estas neuronas. (Tabla 1.1.4.1.7.).

TECNICA FORMA TAMARO(pm)

Lawn (1966ab) | Seccidon nerviosa de NLR, NLS, | Multipolares Grandes
tronco del vago y glosofaringeo

(degeneracion neuronas) Multipolares Grandes y pequefia

Tabla 1.1.4.1.7. Unico estudio realizado en el conejo sobre la morfologia de las neuronas laringeas. Se
indican, el autor y ano del estudio, la técnica empleada, asi como la forma y el tamafio de las neuronas
laringeas encontradas en el nicleo ambiguo.

Abreviaturas: NLR: nervio laringeo recurrente; NLS: nervio laringeo superior.
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AUTOR ANIMAL TECNICA FORMA TAMARO(um) ‘
Schweizer y cols. | Murciélago NLS:
(1981) Multipolares 15
NLR:
Multipolares 20
Basterra y cols. Cobaya HRP en | Multipolares CT la + peq
(1987) musculos Algunas Resto:medio
intrinsecos fusiformes
Ransony cols. Vison WGA-HRP en
(1995) NLS y NLR
Hurén
Hopkins y cols. Cerdo neonato HRP en rama Xd: 16.2x27.4
(1984) cervical del vago

Tabla 1.1.4.1.8. Diversos estudios sobre la morfologia de las neuronas laringeas. Se indican, para cada
estudio, los autores y afios del estudio, el animal y la técnica empleados, asi como la forma y el tamafio
de las neuronas laringeas encontradas en el nldcleo ambiguo, en alguna division de éste, o en el nucleo
dorsal del vago. En algun caso se diferencia las neuronas dependiendo de a qué musculo intrinseco
inervan.

Abreviaturas: NLR: nervio laringeo recurrente; NLS: nervio laringeo superior; HRP: peroxidasa de rdbano
picante; X supranodoso: ganglio supranodoso del nervio vago; X cervical: ganglio cervical del nervio
vago; DivDors: divisién dorsal del nucleo ambiguo; DivVent: division ventral; CT: musculo cricotiroideo;
WGA: aglutinina del germen de trigo.

Otros tipos de animales menos comunes han sido utilizados para describir el
tamafio o la forma de las neuronas del nucleo ambiguo. En la cobaya lo Unico que se
ha descrito con respecto al tamaifo de las neuronas del nicleo ambiguo es que las
neuronas que inervan el musculo cricotiroideo son mas pequefias que el resto de las

motoneuronas laringeas, que el autor definié como de tamafio medio.
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En todos los casos se describieron neuronas con morfologia multipolar, y alguna
fusiforme (Basterra y cols., 1987). Algo parecido ocurre en el murciélago, en el que se
ha descrito que las neuronas vehiculizadas a través del nervio laringeo superior, es
decir, las que inervan el musculo cricotiroideo, son mas pequeiias (15 um de didmetro)
gue las neuronas cuyos axones transcurren a través del nervio laringeo recurrente (20
pum de diametro). La morfologia de todas ellas era multipolar (Schweizer y cols., 1981)

(Tabla 1.1.4.1.8.).

Sélo dos trabajos en la literatura consultada hacen mencion a los cambios
morfoldgicos que acontecen a nivel central como consecuencia de una lesién en los
nervios laringeos: en el primer trabajo se evaluaban los efectos de una lesién del
nervio laringeo recurrente en la poblacion de motoneuronas del ntcleo ambiguo que
inervan el musculo cricoaritenoideo posterior, en la cobaya, utilizando el trazador HRP
(Nahm vy cols., 1990). En los animales controles esta poblacidon de neuronas se situaba
en el tercio medio del nucleo ambiguo, mientras que tras la reinervacion esta
poblacién de motoneuronas era mucho menor en nimero, y se situaba extendida a lo
largo de todo el nucleo ambiguo, sugiriendo que se habia producido una reinervacion
no selectiva. En el segundo trabajo se evaliua la correlacion de los cambios
morfoldgicos que ocurren en la laringe (nervios y musculos) con el patréon de la
organizacién de las neuronas laringeas, como consecuencia de la seccion del nervio
laringeo recurrente (Flint y cols., 1991). Asi, los autores del trabajo estudiaron las
motoneuronas marcadas en el nicleo ambiguo comparando los animales control con
los animales con el nervio laringeo recurrente lesionado, 15 semanas después de la
lesion. Las conclusiones a las que llegan los autores es que la organizacion funcional de
los distintos musculos laringeos dentro del nldcleo ambiguo se pierde, dado que, en los
animales reinervados, las neuronas que inervan los musculos cricoaritenoideo
posterior, tiroaritenoideo y cricoaritenoideo lateral se localizan en la misma posicion

en la que se situan las neuronas que inervan los musculos tiroaritenoideo y
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cricoaritenoideo lateral en los animales control. Por tanto, todas las neuronas que han
reinervado se localizan en la posicion que tenian las neuronas aductoras en los
animales control. Los autores describian que estos cambios posicionales podian ocurrir
por dos causas. En primer lugar, los cambios posicionales ocurririan como
consecuencia de una reinervacién selectiva de las neuronas que inervan los musculos
tiroaritenoideo y cricoaritenoideo lateral, y lo explican por una diferencia metabdlica
y/o enzimatica entre las poblaciones abductoras y aductoras, que proporcionarian una
mayor capacidad regenerativa a las motoneuronas que inervan los musculos
tiroaritenoideo y cricoaritenoideo lateral. Por otro lado, una segunda explicacion que
los autores dieron a los cambios posicionales que ocurrian en el nucleo ambiguo
reinervado es que hay una muerte celular de una poblacién especifica, en este caso la
de las neuronas que inervan el musculo cricoaritenoideo posterior. Esta explicacion
vendria apoyada por el hecho de que la poblacién de neuronas que han reinervado, es

menor en numero que la poblacidon de neuronas del grupo control (Flint y cols., 1991).

En cuanto a la inmunohistoquimica del nucleo ambiguo, algunos autores han
descrito a las neuronas del nicleo ambiguo conteniendo tanto acetilcolina (Ichikawa y
Shimizu, 1998; Lee y cols. 1992) como péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP) (Lee y cols. 1992). El CGRP se ha descrito contenido en las motoneuronas EVE,
es decir, en la division dorsal del nucleo ambiguo, y debido a que hay una
colocalizacion del CGRP con la acetilcolina, se ha sugerido que actua como
cotransmisor con la acetilcolina, de manera que posee un papel neuromodulador de la
neurotransmision en la unién neuromuscular de los musculos estriados del tracto
alimentario (Lee y cols. 1992). También se ha descrito la presencia de
butirilcolinesterasa en las motoneuronas esofagicas de la formacion compacta y en las
interneuronas de la formacion semicompacta (Nance y cols., 1987), asi como oxido
nitrico sintasa en fibras y terminales de la formacién compacta, y en algunos de sus

cuerpos neuronales (Hopkins y cols., 1996).
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1.1.4.2.- NUCLEOS DEL VAGO Y DEL TRACTO SOLITARIO

NUCLEO DORSAL DEL VAGO

El nucleo dorsal del vago es uno de los nucleos que constituyen el origen real de la
raiz motora de nervio vago y del nervio glosofaringeo. Este nucleo ocupa, en el suelo
del cuarto ventriculo, una posicién lateral al nucleo del hipogloso. Sus células son
multipolares, con gran variedad de formas, aunque dominando la fusiforme vy la
triangular (Ramon y Cajal, 1909). En general la disposicion de las células es irregular,
sin diferenciarse en focos, con excepcion del punto en el que el nucleo es mayor,
donde aparecen dos zonas: una zona superficial laxa y otra profunda densa (Ramén vy

Cajal, 1909).

Kalia y Sullivan (1982), tras el trazado del ganglio inferior del nervio vago con HRP,
describieron este nucleo como una columna de neuronas que se extiende desde 3 mm
rostral al obex hasta segmentos espinales cervicales superiores, con una extension de

unos 3 mm, encontrando el mayor nimero de neuronas marcadas rostrales al obex.

En cuanto al numero de neuronas del nucleo dorsal del vago, ha sido descrito, tras
inyecciones de HRP en la rama cervical del nervio vago que en el nucleo contenia mas
de 1000 neuronas (Hopkins y cols., 1984). Sin embargo, con respecto a la
representacion laringea en este nucleo, han sido descritas 188 neuronas, tras trazar

con HRP el nérvio laringeo superior de la rata (Hinrishen y Ryan, 1981).

Algunos autores han descrito que el didmetro del soma de las neuronas de este

nucleo es de un maximo de 20-25 um en la rata y raton (Ramon y Cajal, 1909), y de
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16,2 um de didametro menor y 27,4 um de didmetro mayor en el cerdo neonato

(Hopkins y cols., 1984).

Las fibras de las neuronas del nucleo dorsal del vago atraviesan la médula
oblongada en forma de pequefios haces de fibras que cursan ventrolateralmente a
través de la formacidn reticular, para salir del tronco del encéfalo unidas a las fibras de
las neuronas del nucleo ambiguo. Estas fibras salen por la parte ventral del bulbo
raquideo lateral, mientras que las fibras sensoriales vagales entran por la zona mas

dorsal (Kalia y Sullivan, 1982).

La primera mencion a la relacién de este nucleo con la laringe se realiza en 1905,
con la descripcion de que las fibras de las neuronas de este nucleo se dirigian a inervar
a la laringe (Alfewsky, 1905). Este hecho ha sido corroborado posteriormente por otros
autores que sostienen que el nucleo dorsal del vago es origen de fibras laringeas EVG,
es decir, fibras visceromotoras, que inervan las visceras toracicas y abdominales,

incluyendo la laringe (Kalia y Mesulam, 1980b).

Algunos autores describieron una representacion topografica de las visceras
abdominales y toracicas dentro del nucleo, de tal manera que los pulmones vy
bronquios estarian localizados rostralmente, a continuacidn se representan las visceras
abdominales y el corazdn, y la representacion mas caudal seria la del esofago (Getz y
Sirnes, 1949). Por otro lado, otros autores describieron que estaba organizado en
columnas longitudinales, que se correspondian con las ramas subdiafragmaticas del
nervio vago, de tal manera que la representacion de las distintas visceras seguiria una

distribucién somatotoépica lateromedial, y no rostrocaudal (Powley y cols., 1992).
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NUCLEO DEL TRACTO SOLITARIO

El tracto solitario y el nucleo del tracto solitario son los territorios de origen de las

fibras aferentes laringeas (Kalia y Mesulam, 1980ab; Hamilton y Norgren, 1984).

El nlucleo del tracto solitario aparece 4 mm caudal al obex, y se extiende
rostralmente hasta la altura del polo caudal del nicleo motor facial, a una distancia de
8 mm. El polo dorsal del nucleo del tracto solitario se localiza dorsal y lateralmente al

nucleo dorsal del vago, a 2-2,3 mm rostral al obex (Hamilton y Norgren, 1984).

Tras inyeccidn de HRP en el ganglio inferior, lo que expone elementos sensoriales y
motores del nervio vago, en la rata, se ha encontrado que el nucleo del tracto solitario
puede ser dividido en varios subnucleos. Estos subntcleos estan determinados por la
diferente citoarquitectura de las neuronas, que queda revelada por el método de
tincion de Nissl, asi como por los patrones de conectividad de las neuronas (Kalia y

Sullivan 1982; Hamilton y Norgren, 1984).

Algunos subnucleos del nucleo del tracto solitario tienen grandes proyecciones
hacia las formaciones semicompacta y laxa del ntcleo ambiguo (Hamilton y Norgren,

1984; Saxon y cols. 1996).
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1.1.5.- FISIOLOGIA

1.1.5.1.- FUNCIONES DE LA LARINGE

El papel original de la laringe es proteger la via aérea. En la escala filogenética, la
laringe aparece como un esfinter para evitar la entrada de cualquier elemento extrafio
en la via aérea, posteriormente, si avanzamos en esta escala, observamos como se
desarrollaron los musculos dilatadores para permitir la apertura activa de la laringe. En
animales mas evolucionados, la laringe no es sélo una valvula de apertura o cierre sino

una valvula de resistencia variable capaz de regular el flujo aéreo (Leon X, 2008).

Asi pues, las funciones de las laringe las podemos dividir en:
e Esfinteriana.
* Respiratoria

e Fonatoria.
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1.1.5.1.1.- ESFINTERIANA

Segun el estudio filogenético visto previamente, el papel funcional que representa
la laringe, se puede esquematizar en tres funciones, esfinter protector de la via
respiratoria, valvula de paso del flujo aéreo y como érgano emisor de sonido. Las dos
primeras actuaciones son de aparicion mas antigua en la escala evolutiva y andlogas en
todas las especies superiores, sin embargo, la ultima adquiere en el hombre un
perfeccionamiento Unico (Zemlin, 1998). Todas estas funciones se realizan, siempre
bajo control central, gracias a una precisa y compleja coordinacién espacio-temporal
de toda una serie de acontecimientos neuromusculares periféricos. Estos
acontecimientos son los responsables del cierre o de la apertura de los pliegues
vocales de la laringe, acciones que se realizan en funcion de las necesidades
funcionales del momento (Wyke y Kirchner, 1976). Por otro lado, la misma funcion
esfinteriana es a su vez utilizada como elemento estabilizador de la cintura escapulary
de la caja toracica (Fink y Demarest, 1978). De esta manera se favorecen aquellas
actividades que requieren grandes presiones abdominales, como el levantamiento de
pesos por parte de las extremidades superiores o actividades tales como la defecacion,
la miccién o incluso el parto (Zemlin, 1998). Dentro de esta funcién esfinteriana se

pueden englobar los reflejos laringeos.

REFLEJO TUSIGENO

Es un reflejo de proteccion en el que estd implicada la laringe. La tos juega un papel
muy importante en la limpieza del arbol traqueobronquial y en el mantenimiento de la
permeabilidad de la via aérea. De hecho, la alteracién del reflejo tusigeno puede

acarrear serios problemas clinicos. La tos puede ser un acto voluntario o una respuesta

[ 55 L




Introduccion

refleja a la estimulacién de la laringe o de los receptores traqueobronquiales (Zemlin,
1998). El reflejo tusigeno se reduce durante el suefio, de modo que se necesita un

estimulo mayor cuanto mas profundo sea éste.

Una respuesta de adduccién y tos puede ser originada por estimulos procedentes
de diversas zonas extralaringeas, entre estas, la mucosa faringea, la mucosa nasal, la
membrana timpanica o el conducto auditivo externo y seran transmitidos por las fibras
sensitivas aferentes de los nervios craneales correspondientes a esa region (Suzuki y
Sasaki, 1977 a). Pero el reflejo de esfinter protector es estimulado principalmente por
los receptores de la mucosa laringea y estd mediado por un arco polisinaptico cuya via
aferente llega a troncoencéfalo, desde donde parten las fibras eferentes que
finalmente acaban en los musculos laringeos adductores (Sasaki y Suzuki 1976;

Kirchner, 1987).

Asi, los receptores de la mucosa supragldtica y gldética son excitados mediante
estimulos de tipo tactil, quimico o térmico; mientras que los receptores localizados en
subglotis son estimulados por los aumentos de presién aérea. Los nervios laringeos
superiores vehiculizan estos impulsos procedentes de la regién supragldtica y las
ramas sensitivas de los nervios laringeos inferiores transmiten los originados en glotis y
subglotis. Los cuerpos neuronales sensitivos asientan en los ganglios nodosos y sus
axones llegan al nucleo del tracto solitario, donde residen las segundas neuronas
sensitivas. Los axones de estas segundas neuronas parten hacia el niucleo ambiguo,
desde donde, por via vagal, se desencadena una respuesta motora de cierre

involuntario de laringe. (Tucker, 1993; Kirchner,1994).
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REFLEJO DE CIERRE LARINGEO

En individuos sanos, la estimulacion bilateral de los nervios laringeos superiores
produce un reflejo protector que se lleva a cabo a tres niveles, en los tres planos

horizontales de cierre laringeo (Sasaki e Isaacson, 1988):

1. El primero esta constituido por los repliegues ariepigldticos, que
contienen la porcion mas superior del musculo tiroaritenoideo y cuya
contraccion ocluye la entrada a laringe. El tercio anterior del vestibulo laringeo
es cerrado por el cartilago epigldtico y el posterior por los aritenoides en

rotacion interna.

2. El segundo plano protector se produce por contraccion de las bandas
ventriculares, que forman el techo del ventriculo de Morgagni. A ambos lados de
estas falsas cuerdas se encuentran las fibras tiroaritenoideas laterales, que

provocan la adduccidon también de los repliegues vocales.

3. El tercer nivel de cierre se ejecuta mediante el contacto entre los
repliegues vocales, con lo que se consiguen dos efectos: por un lado, la adhesién
de sus bordes, ligeramente elevados, lo que proporciona una vdlvula pasiva;
mientras que con las fibras del musculo tiroaritenoideo inferior se aporta la

fuerza necesaria para el cierre subgldtico.

Este mecanismo valvular a nivel de los pliegues vocales se pone en marcha para
impedir la entrada de agentes desde el exterior, por lo que representa el mas
importante mecanismo protector contra la aspiracidon. Asimismo, también se emplea
para inmovilizar la caja tordcica y mejorar la eficacia de la musculatura pectoral, con lo
qgue se favorecen los ejercicios de braquiacion, como en la escalada. Pero por si solo

este cierre no es suficiente para soportar grandes presiones subgldticas, como las
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producidas en maniobras de esfuerzo abdominal (Ciges y cols., 1998). Mediante la
contraccion brusca de las bandas ventriculares se consigue un aumento de la presidon

intratoracica, empleado para expectorar o toser (Kirchner, 1994).

Durante la deglucién, la via aérea es protegida mediante el reflejo de cierre
laringeo, en el que participan los tres niveles de proteccién laringea. Simultaneamente,
la musculatura supra e infrahioidea eleva la laringe y los constrictores faringeos
aumentan la presion intrafaringea (Kirchner, 1994). Toda la secuenciacion deglutoria

es regulada por la sustancia reticular troncoencefalica (Leonard y Kendall, 1997).

El laringoespasmo puede ser considerado una exageracion fisioldgica del reflejo de
cierre como respuesta a una intensa y mantenida estimulacién glética y/o supraglética,
la cual acaba produciendo una adduccion de tipo tonico que se prolonga después de
haber desaparecido el estimulo (Sasaki e Isaacson, 1988; Suzuki y Sasaki, 1977 b;

Tucker, 1993).

La contracciéon mantenida de los tres niveles laringeos incrementa simultdaneamente
la presion intratoracica e intraabdominal, que sirve de apoyo para realizar esfuerzos
fisicos violentos como la defecacion, miccidn, el parto o el levantamiento de pesos

(Cabezudo, 1988).
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1.1.5.1.2.- RESPIRATORIA

Los musculos intrinsecos de la laringe durante la respiracién tienen una actividad
fasica, especifica para cada musculo y que puede ser solo inspiratoria, solo espiratoria,
o ambas. En relacién con este hecho muscular neuronas del niucleo ambiguo tienen
una actividad ritmica relacionada con el ritmo respiratorio. Otros musculos tienen una
actividad continua ya que su funcidon es mantener fijos los cartilagos laringeos (Jordan

2001).

La inspiraciéon normal, en calma, es un proceso activo, donde, a nivel laringeo, hay
una relajacion de los musculos constrictores y una contraccion o tension de los
dilatadores y especialmente del crico-aritenoideo posterior, maximo responsable de la
dilatacion gldtica, evidenciando una apertura inspiratoria de la glotis (Chanaud vy
Ludlow, 1992). La traquea es ascendida y los tejidos blandos de la laringe se tensan, los
pliegues vestibulares y aritenoepigldticos se alargan, la fosa preepigldtica aumenta de
diametro vertical y se retrae transversalmente. La distancia entre el cricotiroideo y el
hioides se acorta y se produce una dilatacion del espacio glotico necesaria para la

ventilacion (Morris, 1988).

En la inspiracion forzada se necesita una contraccion de los musculos dilatadores
mas potente y los pliegues vocales ser repliegan hacia arriba de tal forma que se
juntan con los ventriculos laringeos, los estudios electromiograficos demuestran una
clara abduccion laringea y una disminucion de la actividad de los musculos adductores,

(Kuna y Vanoye, 1994).

[ 59 L




Introduccion

La abduccion inspiratoria es mayor a medida que aumentan las necesidades de
ventilaciéon, por lo que se produce una mayor apertura glotica en la hiperventilacion,
mientras que se va reduciendo la hendidura gldotica a medida que mejora la
oxigenacion arterial y disminuye la profundidad de la inspiracidon (Sasaki y cols, 1973;

Kirchner, 1994).

Durante la espiracion hay una relajacion de los dilatadores y correlativamente
una discreta tensién de los pliegues vocales. En este momento, las fuerzas elasticas
gue han sido generadas por la distension de la caja toracica y del tejido pulmonar,
hacen que se retorne al volumen de reposo, de modo que al final de la fase

espiratoria, sdlo queda el volumen de aire residual (Proctor, 1980).

Asi en la espiracién forzada, a nivel laringeo intervienen tanto la musculatura
abductora de glotis (cricoaritenoideos posteriores), como los musculos adductores
(cricotiroideos, tiroaritenoideos e interaritenoideos) y de esta forma se logra que
durante la espiracién maxima se produzca una apertura gldtica similar a la conseguida
durante la inspiracion tranquila (Kuna y Vanoye, 1994). Sobre todo los tiroaritenoideos
y los cricotiroideos poseen una compleja distribucion de unidades motoras (rapidas y
lentas) que se pueden activar segun diversos patrones de contraccion (fasica y tonica),
y de forma diferenciada en cada fase del ciclo respiratorio, lo que permite una gran
versatilidad de respuestas y un control muy preciso (Sasaki, 1988). La actuacion
conjunta de todos estos musculos, cricotiroideos por un lado y tiroaritenoideos e
interaritenoideos por otro, parece ser la responsable de la estabilidad en la posicion de

apertura gldtica durante la espiraciéon (Chanaud y Ludlow, 1992).
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Con respecto a la participaciéon de los musculos laringeos en la actividad

respiratoria:

. Musculo cricotiroideo. Durante la entrada del aire, tensan y elongan los
repliegues vocales, incrementando de este modo el diametro antero-posterior
de la glotis y disminuyendo la resistencia gldtica a la inspiracién (Suzuki y
cols,1970). Durante la espiracion se evidencia una actividad contractil que

aumenta el espacio glotico al elongarlo (Chanaud y Ludlow, 1992).

. Musculo tiroaritenoideo. la contraccidn simultanea con sus musculos
antagonistas (cricotiroideos) contribuya a la estabilidad del espacio gldtico,
proporcionando la suficiente rigidez como para evitar la succion de los repliegues
vocales durante la inspiracion (Crago y cols., 1986). Durante la espiracidon parece

cerrar parcialmente la glotis (Kuna y Vanoye, 1994).

J Musculo cricoaritenoideo posterior. Su accién produce una apertura
glética (Negus, 1949) antes de que se inicie la actividad eléctrica en el nervio

frénico (Bianconi y Raschi, 1964).
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1.1.5.1.3.- FONATORIA

Dentro del contexto de la fonacion y de la produccién vocal, la laringe,
empleando su primigenia funcién esfinteriana, proporciona un estrechamiento que
origina la ondulacion de la mucosa de los repliegues vocales al pasar el aire desde los
pulmones. Se origina asi un sonido laringeo o espectro tonal, constituido por un
conjunto de vibraciones en las que se distingue una frecuencia fundamental de la voz

(Bermudez de Alvear, 2000).

El proceso de la produccién de sonido se genera por medio de un ciclo de los
pliegues vocales. Cuanto mas rdpido se repita el ciclo mas alto serd el tono vocal y
cuanto mas lento, el sonido serd mas grave, es decir, que el sonido laringeo asi
provocado depende de la ritmica interrupcion de la columna aérea ascendente que
atraviesa la glotis. Fisiolégicamente, podemos describir que estos cambios de tono
vocal se deben a variaciones de masa, longitud y tensién que realizan los pliegues
vocales. Asi, un aumento de la masa hace que los pliegues vibren mas lentamente y su
resultado es un tono grave, mientras que una disminucion de la masa da tonos mas
agudos. Estos ultimos se relacionan con una mayor longitud vy tensién de las cuerdas
vocales, mientras que los tonos graves lo hacen con un acortamiento de las mismas

(Segre, 1997).

Desde el punto de vista histérico, la funcion de la laringe en la emision del
sonido ha pasado desde la teoria aerodinamicamioeldstica de Van der Berg (1958), y la
posterior teoria mucoondulatoria de Perelld (1967), que vino a completar a la anterior,
fusiondndose ambas en la teoria aerodindmica-muco-ondulatoria de la emisién de voz.

El concepto de oscilador laringeo se desarrollé posteriormente gracias al modelo
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cubierta-cuerpo elaborado por Hirano (1975) sobre la base de las propiedades
biomecanicas del repliegue vocal; posteriormente este autor definidé su ultraestructura
como compuesta basicamente por estratos que desde fuera hacia dentro van
presentando un coeficiente de rigidez progresivamente superior (Hirano y Kakita,
1985). Mas tarde la teoria dscilo-impedancial de Dejonckere (1981) asi como los
modelos matematicos empleados por Titze para estudiar los fendmenos lineales (de
ondulacion periddica) y los fendmenos no lineales (cadticos) generados en los
repliegues vocales por accién del flujo aéreo transgldtico (Titze, 1993), con las
aportaciones al conocimiento de la fuente glética de Gunnar Fant y Johann Liljencrants
(1985) constituyen las innovaciones mas definitivas y recientes sobre las que

actualmente se desarrolla la investigacion de la emisidon vocal.
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

JUSTIFICACION

El conocimiento de la somatotopia de la musculatura laringea es basico para poder
abordar de manera acorde con el método cientifico los problemas que plantea la
reinervacion laringea, tanto los referidos a las paralisis laringeas como los derivados
de la imposibilidad actual de realizar trasplantes laringeos funcionales. La literatura
nos revela algunos estudios referidos a la identificacion central de las neuronas
motoras de los nervios laringeos superior e inferior, o referidos a la somatotopia de
esas motoneuronas trazadas desde la musculatura intrinseca laringea. Estos estudios
se han realizado en diversos animales de experimentacién y muestran, tanto
interespecifica como intraespecificamente, variaciones en el patron somatotdpico de
las neuronas motoras de la musculatura intrinseca de la laringe. La ausencia, por tanto,
de un modelo animal para el estudio de la inervacidon laringea suficientemente
consolidado , asi como la existencia de numerosas discrepancias e incoherencias en los
datos presentados en la literatura que hemos consultado, nos han llevado a intentar
desarrollar un modelo en el animal de laboratorio por excelencia, la rata de la cepa
Sprague-Dawley (Rattus norvegicus), y a realizar un estudio sistematico de la
somatotopia de la musculatura intrinseca de la laringe que pueda aclarar las dudas

gue, hoy por hoy, persisten en este ambito.
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HIPOTESIS

Las motoneuronas que inervan la musculatura intrinseca laringea se distribuyen en
el nucleo ambiguo segun una columna rostrocaudal, con la presencia de agrupaciones
neuronales para cada uno de los musculos intrinsecos de la laringe. Estas agrupaciones
de neuronas tienen una localizacién especifica y constante dentro de la columna
rostrocaudal del nucleo ambiguo, pudiendo asi establecerse una relacion entre la
posicion de las motoneuronas en el ndcleo ambiguo y el musculo intrinseco laringeo al

que corresponden.

OBJETIVOS

Por todo lo expuesto hasta ahora, nos planteamos el desarrollo de la presente tesis

con los siguientes objetivos:

1. Identificar la posicidn en el nucleo ambiguo de las motoneuronas que inervan
los musculos intrinsecos laringeos cricotiroideo, cricoaritenoideo posterior y

tiroaritenoideo.

2. Obtener el mapa somatotdpico del nucleo ambiguo para las motoneuronas que
inervan los musculos intrinsecos laringeos cricotiroideo, cricoaritenoideo

posterior y tiroaritenoideo.

3. Cuantificar el numero promedio de neuronas que inervan los musculos
intrinsecos  laringeos  cricotiroideo, cricoaritenoideo  posterior y

tiroaritenoideo.

4. Establecer un modelo de inervacién laringea normal en la rata que sirva para el

desarrollo de estudios experimentales sobre los procesos de lesion vy
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degeneracion de los nervios laringeos y reinervaciéon de la musculatura

intrinseca laringea.
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- MODELO ANIMAL

Como modelo de animal en este estudio se utilizo la rata albina (Rattus norvegicus)
de la cepa Sprague Dawley, empleandose siempre en el inicio de los experimentos
machos jévenes con un peso sobre los 250 g. Esta seleccidon coincide con la realizada
por otros grupos de investigacion en sus estudios sobre el nucleo ambiguo vy la
inervacion de la laringe (Travers y Norgren, 1983; Furusawa y cols., 1996; Berkowitz y

cols., 1999; Hayakawa y cols., 1999).

Se han escogido animales machos debido a que, a diferencia de las hembras, los
primeros no pasan por diversos ciclos hormonales que podrian afectar su
comportamiento. El empleo de este modelo de experimentacién animal estda muy
extendido en la investigacién biomédica, y las principales ventajas que se encuentran

en su empleo son:

1. Lasencillez en su manipulacion.

2. El bajo coste de adquisicién y mantenimiento.

3. Una excelente resistencia a las enfermedades.

4. Lla posibilidad de obtener resultados en un plazo de tiempo aceptable.

5. Los resultados alcanzados con los protocolos experimentales permiten un

adecuado analisis y una alta reproductibilidad.

Se emplearon un total de 26 ratas con un peso comprendido entre los 250 y los 300
g. La edad estaba comprendida se encontraba entre los 3 y los 4 meses porque nuestra

serie experimental estd basado en un modelo de adulto joven al igual que otros
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trabajos similares (Yajima y Hayashi, 1983, Bieger y Hopkins, 1987; Nunez-Abades,

1992; Berkowitz y cols., 1999; Hayakawa y cols., 1999).

Los animales permanecieron estabulados en el animalario de la Facultad de
Medicina en la Universidad Complutense de Madrid dentro de un ambiente higiénico,
en ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, y condiciones estables de
temperatura (252C) y humedad. Los animales tenian libre acceso tanto al pienso como

al agua.

El disefio experimental completo de este estudio se ha realizado acorde con la
normativa vigente en la Unién Europea (86/609/EEC) y Espafia (RD 223/1998), y ha
sido evaluado y aprobado por el Comité de Experimentacidon Animal de la Universidad

Complutense de Madrid.
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3.1.1.- ANATOMIA DE LA LARINGE DE LA RATA

Previamente a los siguientes epigrafes, es preciso realizar una descripcién de la
anatomia de la laringe de la rata Sprague-Dawley para una mejor comprension de los
protocolos experimentales y de la utilidad de este animal para el estudio de las

proyecciones nerviosas centrales sobre la musculatura laringea.

ESQUELETO DE LA LARINGE

El esqueleto de la laringe de la rata es cartilaginoso y se compone de un cartilago
tiroides, un cartilago cricoides y dos cartilagos aritenoides (Fig. 3.1.1.1 y 3.1.1.2).
Ademas se puede observar, en la mitad anterior de los pliegues vocales, cerca de la
base de la epiglotis, un cartilago adicional con forma de ala delta, el cartilago alar, que
se conecta a la base de la epiglotis mediante tejido conectivo fibroso y que sirve de

anclaje a la musculatura endolaringea (Inagi y cols., 1998).

Darsal

Lataral

Figura 3.1.1.1 Esqueleto laringeo de la rata (Tomado de G. Smith (Smith, 1977))
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MUSCULATURA LARINGEA

Los musculos tiroaritenoideo, cricotiroideo vy cricoaritenoideo posterior, objeto del

presente estudio, se localizan basicamente como en la laringe humana. El

tiroaritenoideo esta constituido por
dos anchas bandas musculares que se
extienden desde la superficie interna
del cartilago tiroides y parte del cono
elastico, hasta la superficie anterior y
apofisis vocal de cada cartilago
aritenoideo, el cricotiroideo esta
inervado por la rama externa del
nervio laringeo superior y su funcion,
consistente en aproximar entre si al
tiroides y al cricoides, haciendo bascular
al primero hacia delante, el estiramiento
gue produce en los pliegues vocales
consigue aumentar su tension y reforzar
la accién del musculo tiroaritenoideo y el
cricoaritenoideo posterior se extiende
desde la parte posterior de la lamina
cricoidea hasta la superficie posterior de

la apofisis muscular aritenoidea, es el

Figura 3.1.1.3 Nervios laringeos en la rata,
superior e inferior (Maranillo E)

Unico musculo abductor de los
repliegues vocales, sirve para abrir la
glotis al imprimir un movimiento de rotacién de los aritenoides (Ford y Bless, 1991;

Tucker, 1993).
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Ademas estan descritos otros dos musculos que no aparecen en el humano. El
musculo cricotiroideo alar, que discurre desde el cartilago alar hasta el proceso
muscular del cartilago aritenoides y el musculo cricoaritenoideo superior que se
extiende desde el cartilago aritenoides hasta el tubérculo medial del cartilago cricoides

(Inagiy cols., 1998).

FUNCIONES MUSCULARES

Basandose en el origen y la insercién de los musculos intrinsecos laringeos en el
esqueleto cartilaginoso, asi como en la direccidn de las fibras musculares, las funciones
de los grupos musculares de la laringe de la rata parecen ser equivalentes a las de la
laringe humana. Asi el misculo cricoaritenoideo superior parece ser el equivalente en
la laringe de la rata a los musculos aritenoideo transverso y oblicuo de la laringe
humana vy, por otra parte, el musculo cricotiroideo alar parece es capaz de cerrar la
laringe gracias a la movilizacidon que realiza del cartilago epiglético, como lo realiza en
la laringe humana la porcién ariepigldtica del musculo aritenoideo oblicuo (Inagi y

cols., 1998).
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3.2.- DISENO EXPERIMENTAL

Para estudiar la distribucién en el tronco del encéfalo de las motoneuronas que
inervan la musculatura intrinseca laringea, se establecieron 5 grupos en los que se
intervinieron tres musculos: cricotiroideo, cricoaritenoideo posterior y tiroaritenoideo.
La eleccion de estos musculos se debid, por un lado, al hecho de disponer de musculos
inervados por los dos nervios laringeos, el superior (cricotiroideo) y el inferior
(tiroaritenoideo y cricoaritenoideo posterior) y, por otra parte, por tratarse de unas
estructuras facilmente accesibles, identificables y susceptibles de ser inyectadas con el
trazador con baja probabilidad de contaminar otras estructuras vecinas. Tres grupos
analizaron cada uno de los musculos por separado: 11 animales para el musculo
cricotiroideo, 5 para el cricoaritenoideo posterior y 3 para el tiroaritenoideo. Por otra
parte, se emplearon 7 ratas para la combinacion de dos musculos en el mismo animal:
2 para el tiroaritenoideo y el cricotiroideo y 5 mas para el tiroaritenoideo y el
cricoaritenoideo posterior. En ningun animal se realizd la combinacion del
cricoaritenoideo posterior y el cricotiroideo. En la tabla 3.2.1 aparecen resumidos los

grupos experimentales empleados.

GRUPO | GRUPO II GRUPO III GRUPO IV GRUPO V
CT/TA CAP/TA
cT CAP TA
CT TA |CAP TA
AF 488 8 4 3 1 1 4 1
AF 594 3 1 0 1 1 1 4
TOTAL 11 5 3 2 5

Tabla 3.2.1. Grupos experimentales disefiados para los ensayos de trazado de musculos.

CT. Musculo cricotiroideo.

CAP. Musculo cricoaritenoideo posterior.

TA. Musculo tiroaritenoideo.

AF488. Toxina colérica conjugada a Alexa Fluor 488
AF594. Toxina colérica conjugada a Alexa Fluor 594
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3.2.1- TRAZADOR NEURONAL: LA SUBUNIDAD [3 DE LA TOXINA COLERICA

Se ha usado la subunidad 3 de la toxina colérica (CT[3) .

Subunidad a
como trazador de las motoneuronas que inervan la
musculatura intrinseca de la laringe por tratarse este de un

trazador retrogrado. Esta caracteristica permite que los

cuerpos neuronales puedan rellenarse con la sustancia

aplicando la misma en el cabo periférico de Ila
motoneurona es decir, desde el botdn terminal de su axén,
gracias al transporte axonal retrogrado de la misma; es

este modo de transporte quien da el nombre genérico a SUbunldad B

Figura 3.2.1.1. Modelo de la

este tipo de trazadores. . ) -
molécula de la toxina colérica

La toxina colérica es un proteina oligomérica, responsable de la enfermedad del
colera, que es expresada por las bacterias de la especie Vibrio chlolerae (Conte y cols.,
2009). La toxina esta constituida en dos subunidades CTa, cataliticas, y cinco
subunidades CT[3, que permiten la union a los ganglidsidos de la membrana plasmatica
de las células epiteliales (Mekalanos y cols., 1983) (Fig. 3.2.1.1). La subunidad [ aislada
es un eficiente trazador retrégrado, si bien se ha demostrado que también funciona
como trazador anterégrado (Conte y cols., 2009). Puede ser utilizado mediante
iontoforesis o inyeccion directa (Conte y cols., 2009). Resulta por todo ello, muy
adecuado para la identificaciéon de las poblaciones de neuronas que inervan los
musculos intrinsecos laringeos. Una ventaja de la utilizacion como retrotrazador es su
versatilidad, pudiendo emplearse conjugado con HRP o bien con biotina, conjugados
ambos que, mediante las técnicas adecuadas de visualizacién de la reaccion, permiten
observar las neuronas trazadas en microscopia éptica de campo claro (Sakai y cols.,
2009). Para técnicas de microscopia de fluorescencia, el trazador debe ser identificado

mediante moléculas que emiten a diferentes longitudes de onda, por lo tanto
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visualizables con distintos colores lo que facilita la identificacion a la vez de dos
trazados distintos. Entre estas moléculas destaca la estreptavidina conjugada a
distintas moléculas fluorescentes, y que implica en su uso un proceso de revelado, o el
empleo de toxina colérica directamente conjugada a fluoréforos como la fluoresceina-
5-isotiocianato (FITC), la tetrametil rodamina isotiocianato (TRICT), o una amplia gama
de moléculas denominadas comercialmente Alexa Fluor (Conte y cols., 2009), que
permiten, sin ningun proceso adicional, visualizar las células fluorescentes

directamente.

En nuestros experimentos comenzamos empleando CT[3 conjugada a Alexa Fluor
488, que emite luz verde en el microscopio de fluorescencia, y CT3 conjugada a biotina
la cual, mediante un revelado con estreptavidina conjugada a Texas Red, finalmente en
el microscopio debia de identificar en rojo las neuronas trazadas. Después de varios
ensayos insatisfactorios con este uUltimo protocolo, decidimos emplear CT[3 conjugada

a Alexa Fluor 594, que también emite en el espectro rojo.

Para la preparacién para la inyeccién intramuscular durante la cirugia, el trazador se
diluia al 1% con tampén fosfato (0,1 M, pH 7,4) y se alicuotaba en volumenes de 1l en
tubos Eppendorf adecuados, conservados a -202C hasta su utilizacion. En cada musculo
objeto de estudio, se inyectaba 1 Ul de toxina colérica mediante una jeringa Hamilton
de 10 Yl acoplada a una aguja de vidrio capilar. El sistema jeringa-aguja estaba relleno
con glicerina, para favorecer la salida de la solucién de trazador de la punta de la aguja
hacia el musculo. Una vez inyectado el trazador, se dejaba permanecer la punta de
vidrio en el musculo durante un tiempo no inferior a dos minutos, para permitir la
adecuada difusion del trazador dentro del vientre muscular e impedir que difundiera al
exterior del mismo. Adicionalmente, se puso particular cuidado en limpiar cualquier

cantidad de trazador que pudiera fluir al retirar la aguja después de cada inyeccidn,

[ 80 L




Material y métodos

para evitar la difusién del mismo y, por tanto, un posible trazado accidental de otras
estructuras que, como los musculos faringeos, la musculatura esofagica o el resto de la
musculatura laringea, todos con representacion neuronal en el nucleo ambiguo,
pudieran dar lugar a resultados artefactuales y por ende a interpretaciones erréneas

de esos resultados.
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3.2.2- TECNICA QUIRURGICA E INYECCION DEL TRAZADOR

Todas las intervenciones han sido llevadas a cabo, en condiciones asépticas, con un
microscopio quirurgico (Leica), utilizando aumentos desde 10x a 40x, debido al
pequefio tamafio del campo operatorio y de las estructuras a manipular. Ademas,
durante todo el proceso quirlrgico la temperatura corporal de los animales fue
regulada y controlada, usando para ello un termdmetro rectal y una manta eléctrica
regulable en temperatura, que mantenian la temperatura de los animales en unos

379C.

Cada animal fue anestesiado mediante inyeccion intraperitoneal con ketamina (92
mg/kg) en combinacion con xilacina (8 mg/kg). Como analgesia, se empled
buprenorfina (0,02-0,1 mg/Kg) mas meloxicam (1-2 mg/Kg) intraperitoneal cada 8
horas durante dos dias. Posteriormente, hasta el dia del sacrificio, se administré

ibuprofeno por via oral.

Tras rasurar y aplicar povidona yodada en la piel de la cara anterior del cuello, se
procedia a efectuar una incisién longitudinal en la linea media del cuello (Fig. 3.2.2.1).
La piel, glandulas salivares (Fig. 3.2.2.2) y musculatura hioidea fueron apartadas
lateralmente (Fig. 3.2.2.3), con ayuda de un separador, para dejar una ventana donde

se encontraba expuesta la laringe, la trdquea y la glandula tiroides.

Figura 3.2.2.1. Incision cervical
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Figura 3.2.2.2. Separacion de las glandulas salivares y
exposicion de la musculatura infrahioidea

b ’
C Tiroid kY ;
B M Cricoﬁroideq

Cricpides

Figura 3.2.2.3. Exposicidn de la laringe

El musculo cricotiroideo es visible, con la lupa quirldrgica, una vez retirada la
musculatura infrahioidea (Fig. 3.2.2.3), por lo que la inyeccién de toxina colérica es la
mas sencilla de ejecutar ya que basta con atravesar la fascia que lo envuelve e inyectar

el trazador directamente en el musculo.

La inyeccion del musculo tiroaritenoideo se realizaba abriendo una pequefia

ventana en el cartilago tiroides mediante unas tijeras oftalmolégicas (Fig. 3.2.2.4). En
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el proceso se cauterizaban ramas musculares de la arteria tiroidea para evitar la rotura
de estos vasos y que en el sangrado subsiguiente provocase la difusién de la toxina
colérica. En la inyeccidon de este musculo se evitaba cuidadosamente la difusiéon del
trazador hacia el musculo cricoaritenoideo lateral aplicando muy lentamente el

trazador y retirando el exceso con un bastoncillo.

Figura 3.2.2.4 Ventana Tiroidea

Por dultimo, la inyeccién del musculo cricoaritenoideo posterior resulta muy
complicada por la posicion del mismo, oculto en la superficie dorsal de la laringe, lo
gue hacia imposible abordarlo directamente desde la ventana abierta en la
intervencion. Por ello, para acceder a este musculo, se procedia rotando la laringe (Fig.
3.2.2.5) tras disecar el musculo constrictor de la faringe y las fibras del musculo
cricofaringeo, que mantienen a la laringe en su posicién, poniendo especial atencién
en evitar la rotura de la arteria tiroidea superior. Todo este proceso exigia poner
especial cuidado para evitar la contaminacién de trazador, por lo que requeria aislar la
laringe de otras estructuras por medio de una lamina de parafilm. En algln caso no se
realizdé la interposiciéon del parafilm y en los resultados se observaron neuronas
trazadas aleatoriamente en otras regiones de la médula oblongada, ademas de las

esperables en el ndcleo ambiguo.
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Figura 3.2.2.5 Rotacién de la laringe

Una vez finalizadas las inyecciones, se cerraban los planos musculares y, tras suturar
la piel, la region se desinfectaba nuevamente con povidona yodada. Una vez
recuperados del efecto de la anestesia, que duraba unos 30 minutos, los animales se
depositaban nuevamente en su jaula del estabulario, donde se les administraba el
tratamiento analgésico post-quirdrgico y eran observados para comprobar que su

recuperaciéon continuaba adecuadamente.
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3.2.3- PROCESAMIENTO DEL TRONCO DEL ENCEFALO

Los animales eran mantenidos en un periodo de supervivencia postoperatorio de
tres dias, suficiente para el transporte de la CT3 desde la unidén neuromuscular hasta el
cuerpo neuronal, en las mismas condiciones de su estabulacidn habitual. Pasado este
periodo, eran sacrificados mediante una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital
sédico a una dosis letal (12 mg/kg). Una vez que todos los reflejos eran abolidos por el
efecto del barbiturico, mediante una toracotomia se accedia al corazén vy, a través del
ventriculo izquierdo, se introducia en la aorta una cdnula acoplada a una bomba
peristaltica. Se procedia entonces a perfundir unos 200ml de solucién salina (0,9%
NaCl; 49C) vy, sin solucién de continuidad, unos 300 ml de una solucién al 4% de
paraformaldehido en tampdn fosfato (0,1 M; pH 7,4; 42C). Durante todo el periodo de
perfusidon se cuidaba de que no pasasen burbujas de aire al sistema vascular, lo que
generaria una embolia que afectaria a la correcta fijacion de los tejidos. Finalizada la
perfusion, el tronco del encéfalo junto con la médula espinal mas rostral eran
disecados del craneo y la columna cervical y, durante una hora, posfijados en la
solucion de paraformaldehido. A continuacion, y para preservarlos de la formacion de
cristales de hielo durante la congelacion, los troncos del encéfalo eran sucesivamente
inmersos en soluciones de tampdn fosfato, primero con 15% de sacarosa (unas 24
horas), y, después, con 30% de sacarosa (hasta que se hundian). Por otra parte, y para
comprobar si el lugar de inyeccién habia sido el adecuado, se extraia la laringe del

animal y se analizaba cuidadosamente con la lupa binocular.

Cuatro dias después del sacrificio, los troncos encefalicos eran congelados y
cortados, mediante un criostato (Leitz Kryostat 1720), en secciones transversales de 50
pum de espesor. Las secciones se depositaban de manera consecutiva, “seriada”, en los

pocillos de una placa multipocillo que contenian tampdn fosfato (pH 7,4; 0,1 M). La
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secuencia completa de cortes contenidos en la placa se conservaba a 49C hasta el

momento de ser procesadas para la observacion al microscopio.

Antes de ser montadas en los portaobjetos, todas las secciones fueron incubadas
durante 10 minutos con DAPI (4’,6-Diamidino-2-fenilindol di-clorhidrato; 1:1000). Este
producto se une de manera inespecifica al surco menor de la doble hebra del ADN v,
bajo la luz del microscopio de fluorescencia, emite en un caracteristico y brillante color
azul que permite identificar de manera inequivoca el nucleo celular de todas las células
(Kapuscinski 1995). La incorporacion de este protocolo en los experimentos se hizo
para, de manera fiable, identificar el nucleo y el nucleolo de las neuronas y permitir
contarlas evitando la cuantificacion repetida de algunas de ellas (ver “3.2.4-
Identificacion, cuantificacion, ubicacién y morfometria de las neuronas trazadas”).
Finalmente, las secciones fueron montadas de manera seriada en portaobjetos
previamente tratados con poli-L-lisina. Los portaobjetos se dejaban secar al aire y, una
vez secos, se cubrian con cubreobjetos utilizando un medio de montaje que previene y
retarda la pérdida de la fluorescencia (Vectashield, Vector), sellandose el conjunto con
laca de unas. Todas las preparaciones se guardaban a 42C y se observaban vy

fotografiaban al dia siguiente.

MICROSCOPIA Y OBSERVACION

Las preparaciones eran observadas con un microscopio Nikon Eclipse E800 con
equipo de epifluorescencia con los filtros adecuados a las longitudes de onda en las
gue emiten los fluoréforos empleados: filtro EX 510/60; DM 575 para Alexa Fluor 594 y
Texas Red; filtro ultravioleta EX 330/380; DM 400 para DAPI; filtro EX 450/90, DM 505

para Alexa Fluor 488 y fluoresceina. El registro fotografico se hizo mediante una
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camara digital Nikon acoplada al microscopio y las imagenes fueron ulteriormente

procesadas mediante el programa Adobe Photoshop CS3.

[ 88 L




Material y métodos

3.2.4-IDENTIFICACION, CUANTIFICACION, UBICACION Y MORFOMETRIA DE LAS
NEURONAS TRAZADAS

Observadas en el microscopio de fluorescencia, las neuronas que habian captado y
transportado el trazador hasta el cuerpo neuronal presentaban un depdsito
fluorescente de aspecto granulado rellenando el soma celular, con el nucleo libre de
producto. Para el recuento de las mismas, desarrollamos una variante del método
descrito por McHanwell y Biscoe (McHanwell y Biscoe, 1981) de la siguiente manera.
Las secciones eran examinadas a 40x y tras localizar una neurona con los parametros
arriba descritos, se cambiaba el filtro para observar la seccion en la tincién con DAPI e
identificar la presencia, o no, del nucleolo. Cuando el nucleolo era identificado la
neurona quedaba cuantificada y registrada, mientras que si el nucleolo no se apreciaba
la neurona no se consideraba. De esta manera, evitdbamos la posibilidad de cuantificar
dos veces la misma neurona al quedar seccionada en dos cortes consecutivos, dado
que la probabilidad de que el nucleolo también quedara seccionado es practicamente
nula. En todos los casos, las secciones fueron analizadas, y el recuento de las células

hecho, por dos observadores independientes.

Como referencia para identificar todas las estructuras del tronco del encéfalo se ha
utilizado el atlas del sistema nervioso central de la rata publicado por Paxinos y
Watson (Paxinos y Watson, 2005). La determinacién de la posicion de neuronas
trazadas fue establecida con respecto al dbex. No obstante, se aplicd un factor de
compensacion puesto que no es posible orientar todas las muestras con la precisién
necesaria para obtener secciones perfectamente paralelas al plano de seccion. Para
ello se identificaron, ademads del débex, los origenes aparentes de ambos nervios
vestibulococleares, quedando como valiosos testigos de la exactitud del plano de
seccién del tronco encefalico. Asi, cuando se observaba el origen aparente de los dos

nervios vestibulococleares en la misma seccién, se podia asumir que el plano de corte
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era perfectamente transversal con respecto al eje longitudinal del tronco del encéfalo,
mientras que, de no ser asi, se establecia la distancia apreciada entre ambos origenes

aparentes y se aplicaba la siguiente formula:

1—v2
Distancia real al dbex = distancia medida al dbex + [u

Siendo:

e vl. Distancia al 6ébex del origen del nervio vestibulococlear que aparece en

primer lugar (el mas caudal de los dos).

e v2. Distancia al ébex del origen del nervio vestibulococlear que aparece en

segundo lugar (el mas craneal de los dos).

e Suma o resta del valor de compensacion (* [(v1-v2)/2]): se suma cuando la
columna de neuronas trazadas son contralaterales al nervio vestibulococlear

mas caudal y se resta cuando es ipsilateral.

En algunos experimentos, sobre todo en las primeras cirugias, se encontraron
algunas neuronas trazadas situadas fuera del nucleo ambiguo. Estas neuronas también
fueron registradas y localizadas para determinar razonadamente que estructura habia
sido contaminada accidentalmente durante la inyeccion del trazador en el musculo
laringeo intrinseco. Con el perfeccionamiento de la técnica de inyeccion, tan solo muy

ocasionalmente ha vuelto a ser observada alguna de estas neuronas.

El tamano de las neuronas fue analizado mediante el programa Image J empleando
las imagenes recogidas de las neuronas trazadas en formato tif. Se tomaron medidas
del area, el perimetro y los diametros mayor y menor. Para cada uno de esos

parametros se obtuvo la media y se calculd el error estandar.
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4.- RESULTADOS

4.1- INYECCIONES EN EL MUSCULO CRICOTIROIDEO

Es en este musculo, por su facilidad de abordaje, en el que se ha obtenido un mayor

porcentaje de experimentos con éxito.

SITUACION DE LAS NEURONAS

Todas las neuronas trazadas desde el musculo cricotiroideo se ubicaban en el nicleo
ambiguo (Fig. 4.1.1, 4.1.2, 4.1.3.), exceptuando la presencia de alguna neurona aislada
gue, como ya quedd descrito en el punto 3.2.4, fueron trazadas accidentalmente por la

difusion incontrolada de alguna pequena cantidad de trazador.

Las neuronas se encontraban distribuidas en una columna rostrocaudal que
abarcaba desde los 1436 + 191 um hasta los 2364 + 150 um, con una mediana de 1914
+ 150 pum. El 50% del total de las neuronas trazadas quedaba, no obstante,
concentrado en tan solo 300 um de longitud, entre los 1817 + 133 um y los 2120 +
176 um. Esta distribucion muestra la existencia de una Unica poblacion de
motoneuronas localizadas en torno a la mediana, con un pequefio nimero de
neuronas dispersas rostral y caudalmente a la concentracion (Tabla 4.1.1, Fig. 4.1.4.).
Por otra parte, la poblacion de motoneuronas del musculo cricotiroideo es la mas

rostral de los tres musculos estudiados.

[ 3 L




Resultados

NUMERO DE NEURONAS

El nUmero medio de neuronas trazadas fue de 41 + 9 (Tabla 4.1.1), con nimeros

comprendidos entre 21y 51.

Figura 4.1.1 Imagen de un grupo de ocho neuronas agrupadas en el nldcleo ambiguo y trazadas tras
la inyeccion en el musculo cricotiroideo de CTB conjugada a Alexa Fluor 488. Los nucleos estan

marcados con DAPI. Calibracién: 50 um.
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Figura 4.1.2 Representacion somatotodpica del musculo cricotiroideo en el nicleo ambiguo (azul,
lado izquierdo) comparada con toda la longitud de la columna del ndcleo ambiguo (en el lado
derecho). En azul oscuro se muestra el drea que ocupa el 50% de las neuronas del musculo.

Ndmero L, 0
medio de Posicién Posicion 50% Mediana
neuronas
neuronas
r: 2364 + 150 r: 2120 +176 32 +9
41 +9 : - . - 1914 + 150 20+ 4
c: 1436 +191 c: 1817 +133

Tabla 4.1.1 Resumen de los datos de las neuronas trazadas desde el musculo cricotiroideo.

r rostral
c caudal

Todos las cifras en um.
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Figura 4.1.3 Imagen de una neurona trazada tras inyectar en el musculo cricotiroideo CTB
conjugada a Alexa Fluor 594. La neurona esta rostral a la concentracidn principal de neuronas del
musculo cricotiroideo. El nicleo estd marcado con DAPI. Calibracién: 50 um.

MORFOMETRIA

La morfologia mayoritaria de las neuronas trazadas es multipolar (Fig. 4.1.3),
aungue también se encontraron algunas fusiformes. Para las neuronas multipolares la
longitud media de su diametro mayor fue de 32 + 9 um y del menor de 20 + 4um.

(Tabla 4.1.1., Fig. 4.1.4.).

A 359 B

Diametro mayor
Diametro menor
(um)

cT PCA TA cT PCA TA

Figura 4.1.4. Graficas de las dimensiones medias de las motoneuronas laringeas. A. Media del eje mayor
de las neuronas. B. Media del eje menor de las neuronas.
CT: cricotiroideo; PCA: cricoaritenoideo posterior; TA: tiroaritenoideo.
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4.2- INYECCIONES EN EL MUSCULO CRICOARITENOIDEO POSTERIOR

Por las dificultades en su abordaje para la inyeccidon este musculo fue el dltimo en el

gue logramos trazados neuronales satisfactorios.

SITUACION DE LAS NEURONAS

Todas las neuronas trazadas desde el musculo cricoaritenoideo posterior se
localizaron en el ndcleo ambiguo, aunque hasta que la técnica de inyeccién fue afinada
encontramos, en muchas ocasiones, neuronas trazadas distribuidas fuera del mismo,
contaminadas accidentalmente por la difusidén incontrolada del trazador. La poblacién
de neuronas trazadas tras la inyeccion de toxina colérica en el musculo
cricoaritenoideo posterior (Fig. 4.2.1) se localiza en el nicleo ambiguo, en una columna
rostrocaudal comprendida entre los 944 + 146 um y los 1983 + 202 um, con una
mediana de 1500 * 258. La mitad de las neuronas trazadas se localizan en un intervalo
de 350 um entre los 1309 + 273 um y los 1699 + 267 um. Esta distribucion se

corresponde con la de una Unica poblacién de neuronas (Tabla 4.2.1, Fig. 4.2.2).
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Figura 4.2.1. Imagen de un grupo de neuronas trazadas tras la inyeccién del musculo
cricoaritenoideo posterior con CTP conjugada a Alexa Fluor 488. Los nucleos estan tefiidos con
DAPI. Calibracién: 100 pum.

NUMERO DE NEURONAS

El nUmero medio de neuronas trazadas fue de 39 + 11, siendo el nUmero minimo

contabilizado de 20 y el maximo de 51 (Tabla 4.2.1).

Ndamero L o
medio de Posicion Posicion 50% Mediana
neuronas
neuronas
r: 1983 + 202 r: 1699 + 267 29+5
39+11 C: 944 + 146 c: 1300 + 273 1500 £258 20 +3

Tabla 4.2.1 Resumen de los datos de las neuronas trazadas desde el musculo cricoaritenoideo posterior.

r rostral
c caudal

Todos las cifras en um.
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Figura 4.2.2. Representacion somatotdpica del musculo cricoaritenoideo
posterior en el nucleo ambiguo (verde, lado izquierdo) comparada con toda la
longitud de la columna del ndcleo ambiguo (marrdn, lado derecho). En verde
oscuro se muestra el drea que ocupa el 50% de las neuronas del musculo.
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Figura 4.2.3. Imagen de un grupo de neuronas trazadas tras la inyeccion en el musculo
cricoaritenoideo posterior de CTB conjugada a Alexa Fluor 488. La morfologia de estas neuronas es
multipolar. Calibracién: 50 um.

MORFOMETRIA

Al igual que en el caso de las motoneuronas del musculo cricotiroideo, las
motoneuronas del musculo cricoaritenoideo posterior presentaron mayoritariamente
una morfologia multipolar (Fig. 4.2.3), aunque también se hallaron neuronas
fusiformes. Para las multipolares, el didametro mayor medio es de 29 £ 5 um vy, para el

menor, de 20+ 3 um (Tabla 4.2.1, Fig. 4.1.4).
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4.3.-INYECCIONES EN EL MUSCULO TIROARITENOIDEO

Este musculo esta protegido por el cartilago tiroides y para su inyeccidén era preciso
realizar una ventana en dicho cartilago (Figura 4.3.1). Facilitado el acceso al musculo la
inyeccién exigia un control cuidadoso para no depositar accidentalmente toxina
colérica en las fibras del musculo cricoaritenoideo lateral. Otro aspecto que habia que
cuidar era el sangrado después de realizada la inyeccidon pues, en algun caso, el

resultado fue el escaso o nulo trazado de neuronas en el tronco del encéfalo.

Figura 4.3.1 Ventana en el cartilago tiroides

SITUACION DE LAS NEURONAS

Al igual que con los otros musculos, los cuerpos de las motoneuronas que inervan
este musculo se encuentran localizadas unicamente en la medula oblongada, proximas
al extremo caudal del cuarto ventriculo, formando una columna de ubicacién
ventrolateral que se corresponde con el nucleo ambiguo. La poblacion trazada se
localiza caudalmente a continuacion de la correspondiente al musculo cricoaritenoideo

posterior (Figura 4.3.2, figura 4.3.3).
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Su distribucion, en una columna ubicada de caudal a rostral y tomando el ébex
como referencia, se sitla entre 350 + 164 um, caudalmente al obex, y 755 + 159 um,
rostralmente al 6bex. La posicion media de la estd en 197 + 86 um y el 50% de las
neuronas trazadas se localiza en una region rostral al obex de 350 um desde 19 + 99
pum hasta 369 + 119 um. Esta distribucidn repite el patréon observado para los otros dos
musculos estudiados con una region de mayor densidad neuronal y, en torno a ella, el

resto de la poblacién mas dispersa.

Figura 4.3.2. Imagen de un grupo de cinco neuronas del nicleo ambiguo trazadas desde el
musculo tiroaritenoideo mediante una inyeccidn de toxina colérica conjugada a Texas Red.
Calibracién: 100 um
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Figura 4.3.3. Representacion somatotdpica del musculo tiroaritenoideo en el nucleo ambiguo
(amarillo, lado izquierdo) comparada con toda la longitud de la columna del nucleo ambiguo (en
el lado derecho). En amarillo oscuro se muestra el area que ocupa el 50% de las neuronas del

musculo.
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NUMERO DE NEURONAS

El nimero medio de neuronas trazadas en el nldcleo ambiguo ha sido 33 + 12 (Tabla

4.3.1).

Ndmero . 0
medio de Posicién Posicion 50% Mediana
neuronas
neuronas
r: 755 + 159 r: 369 +£119 33+6
3312 c: -350 + 164 c: 19 + 99 197 +86 22 +3

Tabla 4.3.1. Resumen de los datos de las neuronas trazadas desde el musculo tiroaritenoideo.

r rostral
c caudal

Todas las cifras en um.

MORFOMETRIA

Las neuronas trazadas presentan, mayoritariamente, una morfologia multipolar
(Figura 4.3.4), identificandose ocasionalmente alguna neurona fusiforme. La media del
diametro mayor de sus cuerpos neuronales es de 33 + 6 um y, para el menor, de 22 +3

um (Tabla 4.3.1, figura 4.3.4).
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Figura 4.3.4. Imagen de tres motoneuronas de morfologia multipolar tomadas a 20X trazadas
desde el musculo tiroaritenoideo. Escala 50 um.

[ 105 L




Resultados

4.4- INYECCIONES IPSILATERALES DE DOS MUSCULOS

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

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

INYECCION DE LOS MUSCULOS CRICOTIROIDEO Y CRICOARITENOIDEO POSTERIOR

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

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

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

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

INYECCIONES DE LOS MUSCULOS CRICOTIROIDEO Y TIROARITENOIDEO

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

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

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

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

MUSCULOS CRICOARITENOIDEO POSTERIOR Y TIROARITENOIDEO

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

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

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

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

900 um rostral al ébex (Figura 4.4.4).

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

5.1 MUSCULO CRICOTIROIDEO

NUMERO DE NEURONAS

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

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

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

experimentos el nimero medio de neuronas fuede 41 +9

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

Este nimero es muy superior al encontrado por nosotros.

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

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

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

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

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

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

largo de la columna rostral y caudalmente a la concentracion.

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

viscerotopica del NA esta constituida por dos divisiones principales:

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

preganglionares parasimpaticas cardiacas.

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

rostrocaudalmente:

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

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

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

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

constrictores de la faringe y el musculo cricotiroideo.

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

intrinsecos de la laringe, con excepcion del musculo cricotiroideo.

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

del nucleo ambiguo.

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

organizacién similar a la descrita por Szentagothai (1943).

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

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

(Furusawa y cols., 1996).

MORFOMETRIA

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

por 28 um de eje menor.

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

resultados de los trabajos previos de otros grupos de investigacion.
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5.2.- MUSCULO CRICOARITENOIDEO POSTERIOR

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

métodos.

NUMERO DE NEURONAS

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

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

cricoaritenoideo posterior contralateral.

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

distribucién no fue explicada.

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

realizados trazando los nervios laringeos. Asi Bieger y Hopkins (1987) contabilizan 140
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neuronas para la formacion laxa del ndcleo ambiguo, donde se localizan las neuronas
laringomotoras a excepcion de las del musculo cricotiroideo. Las neuronas de la
formacion laxa conducen sus axones a través del nervio laringeo recurrente y es el
origen real de la inervacién de los musculos interaritenoideo, cricoaritenoideo lateral,
tiroaritenoideo y cricoaritenoideo posterior. Por otra parte, trabajos previos en el
trazado de los nervios laringeos mediante dextranos biotinados muestran un
resultado similar a los nuestros en el nUmero de neuronas trazadas, 159 neuronas

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

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

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

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

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

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

POSICION DENTRO DEL NUCLEO AMBIGUO

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

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

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

del musculo cricotiroideo.

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

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

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

MORFOMETRIA

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

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

otros nucleos, neuronas auténomas preganglionares o gamma motoneuronas.

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

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

inervacién del musculo cricoaritenoideo posterior.
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5.3.- MUSCULO TIROARITENOIDEO

ASPECTOS TECNICOS

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

nucleo ambiguo.

NUMERO DE NEURONAS

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

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

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

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

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

concordante con nuestros datos.

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

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

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

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

manipulacion podamos ser mas precisos y evitemos marcar otros musculos.

MORFOMETRIA

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

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

SOLAPAMIENTO DE LAS POBLACIONES NEURONALES DE LOS MUSCULOS

CRICOTIROIDEO Y CRICOARITENOIDEO POSTERIOR

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

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

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

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

CRICOTIROIDEO Y TIROARITENOIDEO

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

hemos encontrado ninguna neurona trazada.

SOLAPAMIENTO DE LAS POBLACIONES NEURONALES DE LOS MUSCULOS

TIROARITENOIDEO Y CRICOARITENOIDEO POSTERIOR

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

rostrocaudal (Yoshida y cols., 1982).

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

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

1,5 mm caudal al mismo.

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

tratarse de una regién comun (Szentagothai, 1943).

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

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

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

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

de manera mucho mas exacta.

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

hasta hoy.

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

expresa desde el punto de vista estadistico como

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

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

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

cricoaritenoideo posterior y tiroaritenoideo).

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

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

El presente estudio pone de manifiesto las siguientes conclusiones:

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

disposicion rostrocaudal en el nicleo ambiguo.

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

tiroaritenoideo, situado en posicion mas caudal.

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

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

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

corresponde con entre 30 y 40 neuronas por musculo.

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

un pequeiio territorio de unos 400 micrometros de longitud.

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

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

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

KM en su eje menor.
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