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Resumen: El objetivo fue investigar los cambios relacionados con la edad en las
caracteristicas morfométricas de las fibras mielinicas y amielinicas del nervio oculomotor
en el perro. Veinte perros Beagles se distribuyeron, segtn edad (1, 3, 5, 7 semanas y
4 afios), en cinco grupos (A, B, C, D, y E, respectivamente). Se extrajeron los nervios
en su porcion intracraneal derecha, siendo procesados y analizados por microscopia
dptica y electrénica. Se calculd el 4rea de la seccidn transversal de cada nervio. En las
fibras mielinicas de cada uno de los nervios se determind su ntimero, didmetro y drea de
seccién transversal, ast como el 4rea de seccién transversal y didmetro de sus axones y
grosor de la vaina de mielina. Por su parte, en las fibras amielinicas se calcul$ el nimero,
drea de su seccion transversal y didmetro. Se realizaron histogramas de frecuencia para
todas las variables. El 4rea de la seccién transversal del nervio aumenté en 4,5 veces el
tamafio del grupo A al grupo E. Del grupo A al grupo E el nimero de fibras mielinicas
aument significativamente 1,5 veces y 2,3 veces su didmetro, mientras que el numero
de fibras amielinicas disminuyé 20% y su didmetro 40% del grupo A al grupo E. El
nervio oculomotor del perro posee caracteristicas estructurales similares en otras especies
de mamiferos, y modifica su morfometria con el desarrollo. Los resultados obtenidos
podrian mejorar la comprensién de aquellos trastornos patoldgicos que cursen con
alteraciones de las caracteristicas morfoldgicas de las fibras.

Palabras clave: nervio oculomotor, perro, desarrollo, morfometria.

Abstract: The aim of the study was to investigate aged-related changes in morphometric
features both in the myelinated and unmyelinated fibers of the oculomotor nerve in
dogs. According to their age (1, 3, 5, 7 weeks and 4 years) twenty Beagles were classified
into five groups (A, B, C, D, and E, respectively). The right intracranial portions of the
nerves were processed and analysed by light and electron microscopy. In every nerve,
cross-sectional area was calculated. In the myelinated fibers the number, diameter and
cross sectional area were calculated, as well as the cross-sectional area and diameter
of their axons, and myelin sheath thickness. In unmyelinated fibers the number, cross
sectional area and diameter were calculated. Graphical representations for every variable
were carried out by mean of frequency histograms. The cross sectional area of the nerve
increased in size 4.5 times from group A to group E. From group A to group E the
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number of myelinated fibres increased significantly 1.5 times and its diameter 2.3 times.
The number of unmyelinated fibres decreased in 20% and its diameter 40% from group
A to group E. According to the results obtained the oculomotor nerve of the dog has
similar structural features than that of other mammal species, and this nerve modifies
its morphometry with growth. The results obtained could improve the understanding
of those possible pathological conditions that involve morphological alterations of the
nerve fibers.

Keywords: oculomotor nerve, dog, development, morphometry.
INTRODUCCION

Los nervios oculomotores (abducente, troclear y ocu- lomotor),
responsables de los movimientos de los ojos, se componen de
fibras mielinicas y amielinicas que presentan diferentes caracteristicas
morfoldgicas y velocidad de conduccién (Manni y col 1987, 1989). Las
fibras nerviosas del nervio oculomotor (7. oculomotorius) se originan
en el nucleus motorius n. oculomotorii y en el nuclei parasympathici n.
oculomotorii, ambos ubicados en el tronco del encéfalo (Brodal 1981).
El nervio oculomotor sale del tronco del encéfalo por la superficie
ventromedial del mesencéfalo, justo medial al pedunculo cerebral,
alcanzando inmediatamente la drbita por medio de la cisura orbitaria y se
divide en los ramos dorsal y ventral (Konigy col 2014).

El nervio oculomotor inerva cinco musculos extraoculares (recto
ventral, recto dorsal, recto medial, oblicuo ventral y elevador del parpado
superior), siendo estos musculos los més activos en los movimientos del
globo ocular. Mientras que las fibras nerviosas con grandes axones y gruesa
capa de mielina son generalmente responsables de la conduccién répida
de los impulsos y de los movimientos rapidos de los ojos, otras fibras, de
medio y pequefo tamafio, son responsables de la contraccién sostenida,
como se requiere en la fijacién ocular (Bardosi y col 1990).

Los estudios realizados sobre el nervio oculomotor se han centrado
en diferentes especies. Bortolami y col (1977) en ovejas, perros y gatos,
Manni y col (1978, 1987, 1989) en el gato y las ovejas, Porter y
Spencer (1982) y Hayakawa y col (2000) en el gato, y Lanzino y col
(1993) en el ser humano han analizado los aspectos funcionales de los
nervios. Otros autores como Batini y col (1979) en el gato, Fraher
(1989a,b) en la rata, Berardinelli y col (2000) en ovejas y Kawamura y col
(2000) y Sharmay col (2009) en humanos han investigado los aspectos
morfoldgicos de sus fibras. Sharma y col (2009) demostraron que los
cambios morfolégicos con el crecimiento pueden provocar alteraciones
en la velocidad de conduccidn de los impulsos en el nervio oculomotor
y Mayhew y Sharma (1984* ) y Kawamura y col (2000) sugieren una
reduccién numérica de fibras mielinicas y amielinicas. En los perros, el
estudio de las caracteristicas de los nervios oculomotores ha recibido poca
atencion de los investigadores. Bortolami y col (1977) examinaron el
nervio oculomotor, Vivo y col (2004) analizaron algunas variables de las
fibras mielinicas y amielinizadas en el nervio troclear de perros adultos
y Vivo y col (2006) analizaron el de los tres ner- vios oculomotores. A
saber, el tnico estudio que analiza las caracteristicas de la morfologia de
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los tipos de fibras durante el crecimiento se realizé por Vivo y col (2013)
en el nervio troclear.

Las fibras nerviosas mielinicas se caracterizan por su vaina de mielina 'y
al microscopio éptico muestran diferencias considerables en su tamafio.
Por su parte, las fibras amielinicas carecen de vaina de mielina, tienen
morfologia ovalada o redondeada, con tamanos variados y se identifican
con microscopia electrénica distribuidas entre las fibras mielinicas.

Con este estudio se pretende contribuir al conocimiento de algunas
caracteristicas de las fibras mielinicas y amielinicas del nervio oculomotor
en el perro Beagle durante el crecimiento que puedan servir de referencia
en el diagndstico de aquellas patologias que cursan con alteraciones de
estas caracteristicas morfoldgicas.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron veinte Beagles sanos divididos en cinco grupos (A, 7 dias;
B, 21 dias; C, 35 dias; D, 49 dias y E, 4 afios de edad) de cuatro
perros cada uno. Los perros se obtuvieron del Servicio Centralizado de
Experimentacién Animal de la Universidad de Cérdoba, donde fueron
criados en jaulas al aire libre con comida y agua a libre disposicién. Fueron
sacrificados humanitariamente, utilizando isoflurano como anestesia,
seguido de un barbittrico intravenoso segun la legislacién vigente en
experimentacién animal (Directiva 2010/63 / UE, y Real Decreto
1201/2005, de 10 de octubre). Este estudio fue aprobado por el Comité
de Bioética de Experimentacién Animal de la Universidad de Cérdoba (2
de febrero 2012 n°712). Tras el sacrificio, se eliminé la béveda del crdneo
a fin de obtener la porcién intracraneal derecha del nervio oculomotor.
Los nervios se fijaron en una solucién al 2% de glutaraldehido en
un buffer fosfato 0,1 M (pH 7,4) durante la noche a 4° C y luego
fijados durante 30 minutos en una solucién de tetréxido de osmio al
1% preparada en un buffer fosfato 0,1 M (pH 7,4). Después de la
deshidratacién en gradientes de etanol fueron incluidos en araldita y
cortados con un ultramicrotomo LKB (Leica Reichert, Viena. Austria)
en secciones transversales semifinas y ultrafinas. Las secciones semifinas
se tiferon con azul de toluidina y fueron estudiadas con microscopio
dptico, las secciones ultrafinas fueron doblemente tenidas con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Las secciones ultrafinas fueron examinadas
y fotografiadas en un microscopio electrénico de transmisién Philips
CM10 (Philips, Mahwah, NJ, EE.UU.). Las secciones semifinas de
los nervios enteros fueron digitalizadas en sucesivas imagenes a 40x,
con las que se reconstruyé completamente la seccién del nervio. Las
secciones ultrafinas se analizaron a 10.000x y fueron fotografiadas a
25.000x y seguidamente almacenadas. Sobre la reconstruccién completa
del nervio se conté el nimero de todas las fibras mielinicas y se
midié el 4drea del nervio utilizando el soffware Scion Image (1998
Scion Corporation. Frederick. MD. EE.UU.). Ademas se seleccionaron
imagenes equivalentes a una superficie del 10% del nervio completo, en
las que se midié el drea de seccién transversal, el didmetro méaximo y
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minimo de las fibras mielinicas, y de sus axones correspondientes. De igual
modo se procedid sobre las secciones transversales ultrafinas, en las que se
contaron el nimero de fibras amielinicas y se calculd el 4rea de su seccion
transversal,asi como sus diAmetros maximo y minimo.

Los datos resultantes se extrapolaron a todo el nervio con una simple
regla aritmética. Los datos fueron analizados utilizando el programa SPSS
15.0 * para el software de Windows® para obtener, a partir de cada nervio,
para las fibras mielinicas y amielinicas, el porcentaje de cada tipo de fibra,
el didmetro medio fibrilar, la densidad (ntimero de fibras por mm?2), 4rea
media, 4drea total (suma del 4rea de todas las fibras) y el drea relativa
(expresada en porcentaje del drea del nervio). Por otra parte, en las fibras
mielinicas se calcularon el 4rea media del axén y su didmetro medio,
grosor de la vaina de mielina ([didmetro fibrilar menos didmetro del
ax6n] / 2) y la razén didmetro del ax6n / didmetro fibrilar. Con el fin
de estudiar la frecuencia de los datos todas las variables se representaron
gréficamente mediante histogramas. Para cada nervio y para las variables
que procedieran se obtuvo la desviacién estdndar (intra std). En cada
grupo de edad estudiado se calcul6 la media global (obtenida a partir de la
media de cada nervio) y su correspondiente desviacion estdndar (std inter)
y la media de la desviacion estandar intra. Para determinar las diferencias
estadisticas entre los grupos de edad se llevé a cabo un ANOVA y una
prueba posthoc DMS.

RESULTADOS
FIBRAS MIELINICAS

Las fibras nerviosas mielinicas se identificaron gracias a las caracteristicas
de su vaina de mielina, al microsco- pio éptico, y como se muestra en la
figura 1 se aprecian diferencias considerables en su tamano. El didmetro
de la fibra (figura 3) y el espesor de la vaina de mielina en el grupo E
presentaban una distribucién bimodal en los histogramas. Por su parte,
las demds variables de este grupo presentaron una distribucién unimodal.
Respecto de todas las variables en los otros grupos, su distribucion fue
unimodal. Las fibras, independientemente de su tamafo, se encuentran
repartidas al azar en toda la seccién del nervio. Los resultados obtenidos
mostraron que los nervios aumentaron su drea media con la edad, siendo
para el grupo A significativamente menor que para los grupos C, Dy E (P
< 0,05). Es interesante sefialar que el valor de esta variable fue 4,25 veces
mayor en el grupo E que enel grupo A (cuadro 1).

En los grupos B, C y E el nimero de fibras mielinicas es
significativamente mayor que en el grupo A.

Los nervios de los perros de 7 dias de edad (grupo A) tenian valores
medios significativamente menores para el espesor de la vaina de mielina,
el didmetro del axdn, el drea del axdn, el drea de la fibra y el didmetro de
la fibra, que los nervios de los perros pertenecientes a los grupos, B, C,
D y E. En consecuencia, el incremento en el valor de estas variables estd
relacionado con la edad (cuadro 1, figura 2).
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El drea relativa de las fibras respecto de la seccién del nervio no muestra
diferencias significativas entre los grupos, pero se observé un aumento con
la edad (cuadro 1).

Los histogramas de frecuencias mostraron una diferente distribuciéon
para el didmetro de las fibras en los distintos grupos de edad. El mayor
porcentaje de fibras en el grupo A (25%) estaban en el intervalo entre 4
y 4,5 um, en el grupo B (17,4%) entre 5y 5,5 um, en el grupo C (13,6%)
entre 6,5y 7 um, en el grupo D (8,5%) entre 8,5 y 9 um. El grupo E tenia
el 5,7% tanto entre 5y 5,5 y como entre 6 y 6,5 um. Las dos poblaciones
de fibras (distribucién bimodal) del grupo E estaban separadas por el
intervalo entre 10,5y 11 pm.

Figura 1
Micrografia 6ptica de un corte transversal (40x) del nervio oculomotor en el

grupo E. Se pueden observar las diferencias en el tamano de las fibras mielinicas.
Light micrograph of transverse section (40x) of the oculo- motor nerve
in group E. Differences in size of myelinated fibres can be observed
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Evolucion con la edad del didmetro fibrilar, didmetro del

ax6n y del grosor de la vaina de mielina de las fibras mielinicas
Evolution with age of the fibre diameter, axon diameter and myelin sheath thickness of myelinated fibres.

Los rangos de espesor de la vaina de mielina fueron 0,43-1,7 um para
el grupo A, 0,34-1,79 pm para el grupo B, 0,35-2,60 um para el grupo
C, 0,39 -2,51 um para el grupo D y 0,48-4,82 um para el grupo E. Sus
valores medios fueron 0,89 um, 0,94 pum, 1,04 um, 1,22 pm y 1,80 pm,

respectivamente
FIBRAS AMIELINICAS

Las fibras amielinicas, con morfologia ovalada o redondeada, se
identificaron mediante el uso de microscopia electrénica en todos los
nervios de los cinco grupos de edad estudiados. Como se muestra en
la figura 4 presentaban tamafos variados, y se encontraban distribuidas
entre las fibras mielinicas.

Los histogramas de frecuencia de cada grupo (datos de cuatro muestras
por grupo) evidenciaron que las variables drea de la fibra y didmetro de
la fibra presentaban una distribucién unimodal. El mayor porcentaje de
fibras en el grupo A (7,5%) fue entre el intervalo 0,8-0,85 um, en el grupo
B (9,5%) entre 0,75 2 0,80 um, en el grupo C (13,6%) entre 03-0,35 pum,
enelgrupoD (19,85%) entre 0,2520,30 pmy en el grupo E (17,3%) entre
0,2-0,25 um (figura 6).

Los grupos B, C, D y E presentan un numero de fibras amielinicas
significativamente menor que en el grupo A (P < 0,05). Los nervios de
los perros de 7 dias de vida presentaron para el didmetro de las fibras
(figura 5), el 4rea de las fibras y el 4rea relativa de las fibras, valores
medios significativamente més altos que los nervios de perros mayores. En
consecuencia, la disminucién en el valor de estas variables esta relacionada
con la edad (cuadro 1).
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de cada grupo, Los caracteres a, b, ¢, d, ¢, indican diferencias significativas (P < 0,05) comparando los grupos A, B, C,D y E,

En el cuadro 1 se muestran los valores medios y la variabilidad (media
std intra e inter std) para las variables en las fibras mielinicas y amielinicas.

DISCUSION

En el perro los estudios realizados sobre las caracteristicas morfométricas
de las fibras en los nervios oculomotores son poco abundantes. Sin
embargo, estos nervios en otras especies de mamiferos han sido
ampliamente estudiados. Sharma y col (2009) estudiaron el desarrollo
postnatal del nervio oculomotor en el hombre, y evaluaron el 4rea de
los nervios, el 4rea del axén, y el grosor de la vaina de mielina de las
fibras mielinicas. Fraher (1989a) analizé la composicién de las fibras
de los nervios oculomotor, troclear y abducente en ratas adultas. Ellos
mostraron que las fibras mielinicas son mas abundantes en el nervio
troclear y las fibras amielinicas en el nervio abducente. La composicién
de los segmentos intracraneales de los nervios oculomotor, troclear y
abducente en ovejas fue analizada por Berardinelli y col (2000) que
calcularon su tamafo, el niumero y porcentaje de fibras amielinicas y
mielinicas. El nervio oculomotor del perro fue estudiado por Bortolamiy
col (1977) centrindose especialmente en las fibras amielinicas.

Vivo y col (2013) estudiaron en perros cdmo se modifican con el
crecimiento algunas caracteristicas morfométricas de las fibras amielinicas
y mielinicas del nervio troclear. Las mismas variables habian sido
previamente descritas para el nervio troclear en perros adultos por Vivo y
col (2004) y para los tres nervios oculomotores por Vivo y col (2006).

En el presente estudio las fibras amielinicas se observaron en todos
los nervios analizados, con diferentes tamanos y distribuidas entre las
fibras mielinicas. El nimero de fibras mielinicas varié de 6.702,67 en los
perros mds jévenes a 10.131,75 en los més viejos (cuadro 1). Se supone
que la mayor parte de las fibras amielinicas serdn mielinizadas durante
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el crecimiento, como habfan indicado previamente Vivo y col (2013).
Por su parte, el nimero de fibras amielinicas disminuyé con la edad, de
1.894,79 (grupo A) a 1.557,94 (grupo E). En las fibras mielinicas los
valores del 4rea relativa de las fibras se incrementaron con la edad; por el
contrario, en las fibras amielinicas se apreciaron en mayor proporcién en
el grupo A, probablemente debido a su mayor niimero en comparacién
con los otros grupos. Respecto de la densidad de la fibra, el desarrollo
causé una disminucién de sus valores, siendo para las fibras mielinicas
23.103,65 um”en el grupo Ay 7.853,16 um® en el grupo E, y para las
amielinicas, 6.191,92 ymz en el grupo A y 1.068,58 um?2 en el grupo E.
Son el nimero de fibrasy el drea del nervio los que determinan la densidad
de las fibras. Entre otras variables morfométricas, la densidad de las fibras
y sus cambios con el crecimiento ha sido ampliamente utilizada para
describir un nervio normal y aquellos afectados por diferentes tipos de
patologias nerviosas. Mediante el andlisis de nervio sural en ratas Jeronimo
y col (2005) indicaron que tanto la disminucién en el ntimero de fibras
en los trastornos neuroldgicos como el crecimiento del tejido conectivo
del endoneuro alteraban de manera significativa la densidad de las fibras.
Como se muestra en los histogramas de los resultados de este estudio
(figura 3) los didmetros de las fibras mielinicas variaron con la edad en
sus valores maximos, siendo 9,07 para el grupo A, y 21,98 para el grupo
E. En consecuencia, hubo una disminucién en el porcentaje de las fibras
de cada intervalo. En las fibras amielinicas la mayoria de las fibras en los
cinco grupos analizados estaban distribuidas entre los intervalos de 0,1 a
1,3, aunque con el crecimiento se colocaron el mayor nimero de fibras
en los intervalos mas bajos (figura 6). En consecuencia, se puede suponer
que las fibras mas grandes se sometieron a un proceso de mielinizacién,
particularmente entre los grupos B y C (figura 5).

En las fibras mielinicas todas las variables en los grupos A, B, Cy D
mostraron graficamente una presentacién unimodal. Los perros adultos
(grupo E) tenfan una disposicién bimodal solo para el grosor de la vaina
de mielina y el didmetro fibrilar. Como el tamano del axdén tenfa una
distribucién unimodal, la disposicién bimodal se la confiere el grosor de
la vaina de mielina. En las fibras amielinicas todos los grupos mostraron
una presentacién unimodal para el drea y el didmetro fibrilar (figura 6)

Los resultados de Vivo y col (2006) de las caracteristicas morfométricas
del nervio oculomotor en perros adultos Pastores Alemanes estdn de
acuerdo, en general, con la de los perros adultos Beagle (grupo E) del
presente estudio, con la excepcidén de que el nimero de fibras mielinicas
eran 15 % mayor y el nimero y 4rea de las fibras amielinicas eran 10%
mayor en perros Beagle.

El rango del didmetro de las fibras mielinicas para el nervio oculomotor
en perros (grupo E) de la presente investigacién fue de mayor dimension
que el de la rama del nervio oculomotor para el musculo oblicuo
inferior encontrado en monos por Ruskell (1983), ligeramente superior
al senalado en el gato por Batiniy col (1979) y anédlogo a los aportados en
ovejas por Berardinelli y col (2000). La presentacién bimodal encontrada
para el didmetro fibrilar en perros Beagle del presente estudio ha
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sido senalada previamente en ovejas por Berardinelli y col (2000). Sin
embargo, los valores que separan ambas poblaciones fueron algo mayores
en los perros. Como se comenté anteriormente, era el grosor de la vaina
de mielina el responsable de esa distribucién bimodal para esta variable.
La razén entre el didmetro del axén y el didmetro fibrilar del presente
estudio determiné valores algo menores que en las ratas analizadas por
Fahrenkamp y Friede (1987); Fraher (1989°) y que en ratas y el hombre
estudiados por Bardosiy col (1990). Todo lo anterior indica que el grosor
delavaina de mielina es mayor, en estas porciones nerviosas, en perros que
en el hombre y ratas.

Figura 3
Histogramas de los didmetros de las fibras mielinicas del

nervio oculomotor en los cinco grupos de edad estudiados.
Histograms of myelinated fibre diameters of the oculomotor nerve in the five age groups studied.
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Figura 4

Micrografia electrénica (25.000x) del nervio oculomotor en

el grupo A. Se pueden observar fibras mielinicas y amielinicas.
Electron micrograph (25,000x) of the oculomotor nerve in group A. Myelinated and unmyelinated fibres can be observed.
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Figura 5
Evolucién con la edad del diametro de las fibras amielinicas.
Evolution with age of the diameter of unmyelinated fibres.

Los perros del grupo E del presente estudio presentaron un naumero de
fibras mielinicas menor a los sefialados en ovejas (Berardinelli y col 2000),
y mayor que en ratas (Fraher 1989a) y gatos (Batiniy col 1979). El nimero
de fibras amielinicas era menor que en ovejas (Berardinelli y col 2000),
y mayor que en ratas (Fraher 1989a). Los resultados de Abo-El-Enene
(1978) mostraron que, tanto en el hombre como en ovejas, un nimero
importante de las fibras nerviosas mielinicas del nervio oculomotor eran
fibras propioceptivas grandes y pequefias. Se puede suponer que en el
mismo nervio del perro no todas las fibras mielinicas son neuronas
motoras y que un nimero considerable de ellas, al igual que en otras
especies de mamiferos, tienen funcién propioceptiva
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Figura 6

Histogramas de los didmetros de las fibras amielinicas del

nervio oculomotor en los cinco grupos de edad estudiados.
Histograms of unmyelinated fibre diameters of the oculomotor nerve in the five age groups studied.

Comparando entre los mismos grupos de edad, el nimero de fibras
nerviosas mielinicas y amielinicas del nervio oculomotor del presente
estudio fue considerablemente mayor que los aportados por Vivo y col
(2013) para el nervio troclear. Esto era lo esperado, ya que el nimero
de fibras de un nervio en particular depende del nimero de musculos
inervados por este nervio, en este caso cinco el nervio oculomotor y uno
el nervio troclear.

En este trabajo, el area del nervio presentd valores mayores que los
indicados por Vivo y col (2013) para el nervio troclear. En las fibras
mielinicas el drea de todas las fibras fue mucho mayor y el didmetro de las
fibras y el drea de las fibras ligeramente inferior a los indicados por Vivo y
col (2013). Sin embargo, en este estudio, como el didmetro de la fibra fue
menor y el didmetro del axén fue mayor, el grosor de la vaina de mielina
fue algo menor. En las fibras amielinicas el 4rea de todas las fibras, el drea
de las fibras y el didmetro fibrilar eran mucho mayores que en el estudio
de Vivo y col (2013) sobre el nervio troclear.

En resumen, en los perros desde la edad de una semana (grupo A)
a la edad adulta (grupo E) el drea de la seccién transversal del nervio
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oculomotor aumentd de tamano 4,5 veces; el nimero de fibras mielinicas
aument6 significativamente 1,5 veces y el didmetro de estas fibras 2,3
veces; mientras tanto, el numero de fibras amielinicas disminuyé en 20%
y su didmetro 40% desde el grupo A al grupo E.

Los resultados del presente estudio contribuyen al conocimiento de
los valores normales de algunas caracteristicas morfométricas de las fibras
mielinicas y amielinicas del nervio oculomotor en perros Beagle durante el
crecimiento, y pueden servir como una referencia ante aquellos animales
que presenten patologias nerviosas que cursen con alteraciones de estas
caracteristicas.
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