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ARTICULO ORIGINAL

Retraccion a largo plazo del arbol dendritico de neuronas
piramidales cortico-faciales por lesiones periféricas
del nervio facial

Diana Urrego', Alejandro Munera'?, Julieta Troncoso'?

' Laboratorio de Neurofisiologia Comportamental, Departamento de Ciencias Fisiologicas, Facultad de Medicina,
Universidad Nacional de Colombia, Bogotd, D.C., Colombia

2 Departamento de Ciencias Fisiologicas, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogota,
D.C., Colombia.

3 Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia.

Lugar de realizacion del trabajo: Laboratorio de Neurofisiologia Comportamental, Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogota.

Introduccion. Poco se sabe sobre las modificaciones morfolégicas de las neuronas de la corteza
motora tras lesiones en nervios periféricos, y de la implicancia de dichos cambios en la recuperacion
funcional tras la lesion.

Objetivo. Caracterizar en ratas el efecto de la lesion del nervio facial sobre la morfologia de las
neuronas piramidales de la capa V de la corteza motora primaria contralateral.

Materiales y métodos. Se reconstruyeron neuronas piramidales tefiidas con la técnica de Golgi-Cox,
de animales control (sin lesién) y animales con lesiones y sacrificados a distintos tiempos luego de la
lesion. Se utilizaron cuatro grupos: sham (control), lesion 1S, lesién 3S y lesion 5S (animales con lesiones
y evaluados 1, 3 y 5 semanas después de la lesién irreversible del nervio facial, respectivamente). Se
evaluaron mediante el analisis de Sholl, las ramificaciones dendriticas de las células piramidales de la
corteza motora contralateral a la lesion.

Resultados. Los animales con lesiones presentaron paralisis completa de las vibrisas mayores
durante las cinco semanas de observacion. Comparadas con neuronas de animales sin lesiones, las
células piramidales cértico-faciales de los lesionados mostraron una disminucién significativa de sus
ramificaciones dendriticas. Esta disminucién se mantuvo hasta cinco semanas después de la lesion.
Conclusiones. Las lesiones irreversibles de los axones de las motoneuronas del nucleo facial,
provocan una retraccién sostenida del arbol dendritico en las neuronas piramidales cortico-faciales.
Esta reorganizacion morfolégica cortical persistente podria ser el sustrato fisiopatolégico de algunas
de las secuelas funcionales que se observan en los pacientes con paralisis facial periférica.

Palabras clave: rata, nervio facial, células piramidales, corteza motora.

Peripheral facial nerve lesion induced long-term dendritic retraction in pyramidal cortico-facial
neurons

Introduction. Little evidence is available concerning the morphological modifications of motor cortex
neurons associated with peripheral nerve injuries, and the consequences of those injuries on post-
lesion functional recovery.

Objective. Dendritic branching of cortico-facial neurons was characterized with respect to the effects
of irreversible facial nerve injury.

Materials and methods. Twenty-four adult male rats were distributed into four groups: sham (no lesion
surgery), and dendritic assessment at 1, 3 and 5 weeks post surgery. Eighteen lesion animals underwent
surgical transection of the mandibular and buccal branches of the facial nerve. Dendritic branching was
examined by contralateral primary motor cortex slices stained with the Golgi-Cox technique. Layer V
pyramidal (cortico-facial) neurons from sham and injured animals were reconstructed and their dendritic
branching was compared using Sholl analysis.

Contribucién de los autores:

Diana Urrego siguié la evolucién de los animales experimentales y realizd el procesamiento histoldgico del cerebro y el andlisis
morfométrico de las neuronas de la corteza motora primaria de las vibrisas.

Alejandro Munera supervis6 todos los procedimientos experimentales, realizé los andlisis estadisticos de los datos y participé en
la redaccién del manuscrito.

Julieta Troncoso disefié el experimento, realiz6 las cirugias de lesion del nervio facial, coordind el desarrollo del experimento,
construy6 las figuras del articulo y redacté el manuscrito.
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Lesion del nervio periférico modifica neuronas corticales

Results. Animals with facial nerve lesions displayed persistent vibrissal paralysis throughout the five-
week observation period. Compared with control animal neurons, cortico-facial pyramidal neurons
of surgically injured animals displayed shrinkage of their dendritic branches at statistically significant
levels. This shrinkage persisted for at least five weeks after facial nerve injury.

Discussion. Irreversible facial motoneuron axonal damage induced persistent dendritic arborization
shrinkage in contralateral cortico-facial neurons. This morphological reorganization may be the
physiological basis of functional sequelae observed in peripheral facial palsy patients.

Key words: Rats, facial nerve, pyramidal neurons, motor cortex.

La recuperacion funcional después de una
lesion de nervio periférico depende no solo de
la regeneracién de los axones en el nervio, sino
también de cambios funcionales compensatorios
en otros componentes del sistema sensitivo-motor
comprometido (1). La evaluacién de estos cambios
resulta particularmente interesante en la corteza
motora primaria, ya que ésta desempefia un papel
importante en la integracion de la informacion
sensorial y motora durante la interpretacion
perceptual ylaorganizacionde los actos voluntarios.
La lesion del nervio facial en roedores, en especial
de las ramas que controlan el movimiento de las
vibrisas, es un modelo idéneo para el estudio de los
cambios funcionales y estructurales provocados en
el sistema nervioso central por dafio en un nervio
periférico (2).

Los roedores capturan informaciéon tactil del
entorno inmediato mediante el movimiento activo
de sus vibrisas (3), cuyo batido es controlado
por motoneuronas del nucleo facial. Estas
motoneuronas reciben comandos monosinapticos
de células piramidales cértico-faciales de la capa V
de la corteza motora primaria de las vibrisas (4) y
de otras estructuras premotoras troncoencefalicas
(5). Cuando las vibrisas se baten e interaccionan
con objetos, la inflexién provocada en las mismas
es transformada por mecanorreceptores en
patrones espacio-temporales de actividad neuronal
(6), que son conducidos por la rama infraorbitaria
del nervio trigémino (7,8). Esta informacion es
analizada sucesivamente en el complejo nuclear
del trigémino, el talamo contralateral y la corteza
somatosensorial primaria contralateral. El tadlamo
somato-sensorial y la corteza somatosensorial
primaria envian proyecciones a la corteza motora
primaria de las vibrisas (9), lo que permite realizar
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ajustes del patrén de movimiento con base en la
informacion sensorial.

Se sabe poco sobre la respuesta de las neuronas
piramidales de la lamina V de la corteza motora
primaria ante la axotomia de las motoneuronas
sobre las cuales proyectan. Tras la axotomia
de motoneuronas del nervio facial, ocurre una
desinhibicion transitoria de las conexiones inter-
hemisféricas de la corteza motora primaria, seguida
por una desinhibicion persistente de las conexiones
cortico-corticales regionales en la corteza motora
contralateral a la lesiéon (10, 11). Por otra parte,
luego de lesiones del nervio facial, ocurre una
reorganizacion rapida y duradera de los mapas de
la corteza motora primaria contralateral (12), dada
por invasién de la representacion de las vibrisas por
las del parpado y la pata delantera (13-15).

La supresién de informacion sensorial desde las
vibrisas, también provoca reorganizacién de los
mapas en la dicha corteza. En ratas, el corte de las
vibrisas produce unareducciénde surepresentacion
a expensas del aumento de la region que controla
el movimiento de los miembros superiores; sin
embargo, al crecer las vibrisas este patrén se
revierte (16). Por el contrario, en un estudio mas
reciente se destaca que, luego de dos semanas
de lesionar unilateral o bilateralmente la rama
infraorbitaria del nervio trigémino, el tamafo de
las representaciones en la corteza motora primaria
de las vibrisas no cambia significativamente; sin
embargo, si se produce un aumento significativo
del umbral para desencadenar movimientos de las
vibrisas, peronoenlosumbrales paradesencadenar
movimientos en las representaciones adyacentes
de la cara o el miembro superior (17). Estos
resultados sugieren que la disminucién de las
aferencias sensoriales provenientes de las vibrisas
induce una remodelacion rapida de las conexiones
sinapticas extrinsecas e intrinsecas en la corteza
motora primaria de las vibrisas.

La reorganizacién inducida por axotomia facial
contralateral y el consecuente desequilibrio
sensorial por pérdida de movilidad de las vibrisas,
deberian reflejarse en cambios en la arquitectura
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dendritica en la corteza motora primaria de las
vibrisas, de modo semejante a lo que se ha
descrito tras la eliminacion de algunas vibrisas,
en la reorientacion de las dendritas basales (18)
o el recambio de las espinas dendriticas apicales
(19), de las neuronas piramidales de las laminas
Iy V en la corteza somatosensorial primaria, y
en cambios en la actividad unitaria de las células
piramidales de las laminas II/1ll y V.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion
ha encontrado que, tras lesiones por compresién
del nervio facial, la corteza motora primaria de las
vibrisas contralateral disminuye su respuesta de
poblacién ante estimulos eléctricos en el parche de
vibrisas paralizado. Dada la naturaleza incompleta
de la lesién del nervio facial, esta disminucién se
revierte poco después de que se ha recuperado la
movilidad de las vibrisas (20).

Puesto que aldn no estan bien entendidos los
procesos por los cuales el sistema sensitivo-motor
se reorganiza después de una lesién de nervio
periférico, el objetivo de este trabajo fue caracterizar
los cambios morfolégicos en las neuronas
piramidales de la capa V de la corteza motora
primaria de las vibrisas en roedores, tras lesionar de
manera unilateral y permanente las ramas del nervio
facial contralateral que inervan la musculatura que
produce el movimiento de las vibrisas.

Materiales y métodos
Sujetos

Se utilizaron como sujetos experimentales 24 ratas
albinas macho (Ratus norvegicus), de la cepa
Wistar, de 280 = 30 g de peso, procedentes del
Bioterio Central de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogota. Los animales se alojaron
en grupos de cuatro en cajas de policarbonato (38
x 32 x 18 cm), que contenian una capa de aserrin
en el fondo, la que se cambiaba cada tercer dia.
Durante el experimento, los animales permanecieron
a temperatura ambiente (20 * 2 °C), con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas (luces encendidas a las
7:00 a.m.), y libre acceso a agua y comida.

Consideraciones éticas

Todos los procedimientos experimentales, las
condiciones de alojamiento, y la disposicion de
los residuos biolégicos y quimicos, se hicieron
observando la Ley 84 del 27 de diciembre de 1989.
También, se observaron los procedimientos para
el manejo y cuidado de animales de laboratorio
recomendados por la normativa de la Unién
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Europea (8616091EU) y los National Institutes of
Health de los Estados Unidos.

Los experimentos del presente trabajo recibieron
aprobacion de los Comités de Etica de las
Facultades de Ciencias (Acta 01 del 6 de mayo de
2008) y Medicina (Acta 05 del 8 de mayo de 2008)
de la Universidad Nacional de Colombia.

Diseno experimental

Las ratas se asignaron al azar a uno de cuatro
grupos experimentales (figura 1A): 1) control (n=6),
conformados por animales a los que se les practicé
una falsa cirugia de lesion (sham) y se les permitié
un periodo de recuperacién de una semana antes
de ser sacrificados para el estudio histologico; 2)
lesion 1S (n=6), 3) lesion 3S (n=6) y lesién 5S (n=6)
conformados por animales a los que se practicé
una cirugia de lesion del nervio facial derecho
(ramas mandibular y bucal) y se les permitié un
periodo de recuperacion de 1, 3 0 5 semanas,
respectivamente.

Procedimiento experimental

Lesiobn completa y permanente de las ramas
mandibular y bucal del nervio facial derecho. Bajo
anestesia general con ketamina (100 mg/kg) méas
xilazina (10 mg/kg), se afeitd la region preauricular
del lado derecho mientras los animales estaban en
decubito lateral. En esta regidn se hizo una incision
y luego una diseccién roma por planos hasta aislar
las ramas del nervio facial.

Una vez aislado el nervio facial se identificaron,
mediante estimulacion eléctrica, las ramas bucal
y mandibular (encargadas de la inervaciéon de la
musculatura intrinseca del parche de vibrisas) y se
cortaron retirando un segmento de 1,5 mm de cada
una de ellas (figura 1B).

La lesién del nervio facial se corroboré mediante
estimulacién eléctrica de las porciones distal y
proximal de cada una de las ramas lesionadas.
Una correcta lesiéon provocaba movimiento de las
vibrisas cuando se estimulaba eléctricamente la
porcién distal, pero no la proximal, de cada una
de las ramas. Por Ultimo, se cerré la incisién con
puntos separados de seda 4-0.

Falsa cirugia de lesiébn (sham). Bajo anestesia
general con ketamina (100 mg/kg) mas xilazina
(10 mg/kg), se afeitd la region preauricular del lado
derecho mientras los animales estaban en decubito
lateral. En esta regidn se hizo una incisién y luego
una diseccion roma por planos hasta aislar las
ramas del nervio facial. Finalmente, se procedi6 a
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Figura 1. Procedimiento experimental. A. Disefio experimental de cuatro grupos: un grupo control (sham, con falsa cirugia de
lesién), cuyos animales se sacrificaron para su evaluacién histolégica una semana después del procedimiento de falsa cirugia:
y tres grupos con lesion de las ramas mandibular y bucal del nervio facial derecho, sacrificados (flechas negras) una, tres o
cinco semanas después de la lesion (lesion 1S, 3S y 5S, respectivamente). Abreviaturas: A1-A4: cuatro dias de adaptacion a las
condiciones del laboratorio; PO: posoperatorio. B. Esquema de las divisiones del nervio facial (VII par) al entrar en la cara de una
rata. En los animales de los grupos lesionados se cortaron las ramas mandibular y bucal, (M y B, tijeras) y se dejaron intactas
las ramas temporal y zigomética (T y Z, respectivamente); en los animales sham se respeté la integridad de todas las ramas. C.
Esquema ilustrativo del andlisis de Sholl, que consiste en trazar a intervalos regulares circulos concéntricos centrados en el soma
neuronal y contar el nimero ramas dendriticas intersecadas por cada circulo.

cerrar la incision con puntos separados de seda
4-0, manteniendo la total integridad del nervio
facial.

Estudios histologicos

Tincién de Golgi-Cox. Las ratas se anestesiaron
profundamente con hidrato de cloral (400 mg/
kg), se dren6 completamente su sangre por
via intracardiaca con solucion salina al 0,9 % vy
luego se perfundieron por via intracardiaca con
paraformaldehido al 4 % en PBS 0,1 M.

Los cerebros se extrajeron y cortaron siguiendo el
plano coronal para obtenerunbloque que contuviera
la corteza motora primaria de las vibrisas desde el
punto bregma 0 mm hasta el punto bregma hasta
4,5 mm por delante del mismo. Los bloques se
procesaron con la tincion de Golgi-Cox (21).

Los cortes permanecieron en la oscuridad por 18
dias en una solucion de dicromato de potasio al 1
%, cloruro mercurico al 1 % y cromato de potasio al
0,8 % en agua destilada. Los bloques se cortaron
con vibratomo (Vibratome 1000Plus®) en cortes
seriados de 150 pym de espesor, siguiendo el

plano coronal. Las secciones se dispusieron sobre
laminas portaobjetos cubiertas con gelatina y se
pasaron por las siguientes soluciones acuosas,
para lograr un mayor contraste de la tincidn:
hidréxido de litio al 0,5 % y nitrato de potasio al
15 % por un minuto, tiosulfato sédico al 0,1 %
por siete minutos, amoniaco al 12,5 % por 10
minutos y fijador fotografico Kodak por 10 minutos.
Finalmente, se deshidrataron con alcohol etilico en
concentraciones crecientes y, posteriormente, se
montaron usando un medio de resina.

Analisis de datos

Se seleccionaron las neuronas piramidales de
la corteza motora primaria de las vibrisas que
cumplian con los siguientes criterios:

tener su soma en la capa V de la corteza motora
primaria de las vibrisas; haber sido impregnadas
completamente, y tener un bajo nivel de ruido de
fondo tal que permitiera el seguimiento de sus
ramificaciones.

Las neuronas asi seleccionadas se reconstruyeron
usando fotografias tomadas con camara digital
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(Canon Power Shot G10®) en un microscopio
optico (Zeiss Axioskope 40®).

Para la cuantificacion de las dendritas de las
células piramidales, se hizo un analisis de Sholl
(22), trazando circulos concéntricos cada 4 ym a
partir del soma y contando el numero de ramas
dendriticas intersecadas por cada circulo (figura
1C). El andlisis de Sholl, tanto manual como asistido
por computadora, ha sido ampliamente utilizado
para los estudios morfoldgicos cuantitativos de
células impregnadas con la técnica de Golgi
(23,24).

Para la reconstruccién de cada una de las
neuronas, se utilizaron fotografias seriadas y
en diferentes planos de enfoque. Se formaron
imagenes compuestas y apiladas, se reconstruyo
su arbol dendritico y se hizo el analisis de Sholl
utilizando diferentes rutinas del software ImageJ®
(figura 2).

En total, se analizaron 40 neuronas: control (n=12),
lesién 1S (n=9), lesién 3 S (n=10) y lesiébn 5 S (n=9).
El nimero de neuronas que cumplieron los criterios
para ser incluidas en el analisis podria considerarse
bajo. No obstante, como los resultados obtenidos
fueron significativos y dado que aumentar el
nimero de neuronas manteniendo los exigentes
criterios de inclusion hubiera requerido utilizar
mas animales, se decidié no hacerlo atendiendo al
principio ético de reducir al maximo el niumero de
animales experimentales.

Pruebas estadisticas

Mediante ANOVA de una via, se comparé el area
bajo la curva de la distribucion del numero de

Biomédica 2011;31:560-9

ramificaciones neuronales en funciéon del radio
del circulo en el analisis de Sholl, de los grupos
lesionados con respecto al control. Cuando
se evidenciaron diferencias significativas, se
analizaron post hoc mediante el método Holm-
Sidak para determinar entre cuales grupos
ocurrieron. Mediante ANOVA de dos vias de
medidas repetidas, se compard la ganancia en
peso entre los animales del grupo control y de los
grupos lesionados, antes y después de la lesion. El
nivel de significancia estadistica fue de p<0,05.

Resultados
Modificaciones en la actividad motora

La lesién por corte de las ramas mandibular y bucal
del nervio facial, produjo pardlisis de la musculatura
del parche de vibrisas del lado lesionado. Esto
se evidencié por la ausencia de movimientos
caracteristicos de batido de vibrisas del lado
lesionado, que requiere de la contraccion de los
musculos intrinsecos y extrinsecos de las vibrisas
para producirse. Todos los animales de los grupos
con lesion, presentaron ausencia de movimiento
del lado lesionado durante todo el periodo durante
el cual se observaron. Es decir, la paralisis facial
no se revirtio, al menos durante las primeras cinco
semanas después de la lesion.

La paralisis facial unilateral de los animales
lesionados se acompan6é de las siguientes
caracteristicas: desviacién de la nariz hacia el lado
no lesionado durante todo el periodo evaluado
después de la lesion, retraccion total de las vibrisas
en las dos primeras semanas después de la lesion,
y recuperacion parcial de la tonicidad de las vibrisas

B /
[

Figura 2. Reconstruccion bidimensional de una neurona piramidal de la capa V de la corteza motora primaria de las vibrisas. A.
Composicion de imagenes en uno de los planos de enfoque a partir de los cuales se construy6 la pila de imagenes que permitié
la reconstruccién en dos dimensiones de una neurona piramidal de la capa V de la corteza motora primaria de las vibrisas de
un animal control (sham). B. Reconstruccién bidimensional de la neurona ilustrada en A a partir de la suma de las fotografias

compuestas en diferentes planos de enfoque alineadas y apiladas.
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durante las Ultimas semanas después de la lesiéon
(figuras 3By C).

Por otra parte, los animales control con falsa
cirugia de lesién (sham), mostraron un batido
de vibrisas indistinguible de los no intervenidos
quirurgicamente y no tuvieron desviacion de la
nariz (figura 3A).

Ganancia de peso de los animales

Tanto antes como después del procedimiento
quirargico, se control6 el peso de los animales de
todos los grupos. La figura 3D muestra la evolucion
en la ganancia de peso cinco dias antes y siete
dias después de la intervencidon quirirgica de los
animales con falsa cirugia de lesiéon (sham) y los
animales lesionados.

En la gréafica se observa una disminucién de peso
en los animales de ambos grupos, inmediatamente
luego de la intervencion quirtrgica. Sin embargo,
el peso al dia siguiente de la cirugia (figura 3D, dia
6) no difirié significativamente del peso registrado
inmediatamente antes de la intervencion quirlrgica
(figura 3D, dia 5) para ninguno de los grupos
(sham:t,,=0,730;p=0,482; lesionados:t ;,=1,591;
p=0,121).

En el ANOVA de dos vias de medidas repetidas,
se encontrdé un aumento significativo en el periodo
comprendido entre cuatro dias antes y una semana
después de la cirugia, en la ganancia de peso de
ambos grupos (F ,, ,,,=42,986; p<0,001). De igual
manera, el analisis estadistico indicé ausencia de
diferencias significativas en la modificacion de peso
entre animales lesionados y de control (sham) a lo
largo del periodo de comparacion (F, ,,,=1,567,
p=0,224). Ademas, los animales sacrificados
tres y cinco semanas después de la lesion (3S y
5S, respectivamente) continuaron aumentando
significativamente de peso (3 semanas Vs. 1
semana después la lesion: t,,=2,031, p<0,05;
5 semanas Vs. 1 semana después de la lesion:
t,,=1,912, p< 0,05) y se mantuvieron dentro de
los rangos de peso esperados para machos de su
edad.

Modificaciones de las ramificaciones
dendriticas

(34

Las reconstrucciones en dos dimensiones de
neuronas piramidales de proyeccion cértico-facial
de la capa V de la corteza motora primaria de las
vibrisas de cada grupo (sham vy lesiéon 1S, 3S y
5S) evidenciaron que, tras la lesion irreversible
del nervio facial, se produjo una disminucién en

Lesion del nervio periférico modifica neuronas corticales
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Figura 3. Modificaciones en la funcién motora después de la
lesion y en la ganancia de peso de los animales. Esquema de
la posicién y movimiento de las vibrisas faciales en animales sin
lesion (A, sham) y con lesion unilateral de las ramas mandibular
y bucal del nervio facial derecho (B, 1 semana después de la
lesion y C, 5 semanas después de la lesidn). Las dobles flechas
indican movimiento ritmico caracteristico. D. Evolucion del peso
de los animales experimentales en el periodo comprendido entre
cuatro dias antes y una semana después de ser sometidos a
una falsa cirugia de lesiéon (sham) o haber sido sometidos a
lesion irreversible de las ramas mandibular y bucal del nervio
facial derecho (lesion). Se muestra el promedio (en gramos) *
desviacion estandar de la media para cada dia y cada grupo. El
momento de la intervencién quirdrgica (dia 5) se indica con la
flecha y la linea punteada.

la cantidad de ramificaciones dendriticas y en la
longitud de tales ramificaciones. Esta retraccion
de la arborizacion dendritica de las neuronas
piramidales cértico-faciales, fue mas aparente en
las dendritas apicales una semana después de
la lesién (figura 4, 1S). La arborizacion apical se
recupero parcialmente a partir de las tres semanas,
pero se produjo una progresiva reduccién en la
ramificacion de las dendritas basales, que fue
maxima a las cinco semanas (figura 4, 3S y 5S).

El andlisis de Sholl mostrd que la distribucién de la
media del nimero de ramificaciones como funcién
de la distancia desde el soma neuronal en células
piramidales cértico-faciales de la corteza motora
primariadelasvibrisasdetodoslosgruposlesionados
estuvo por debajo de la distribucién observada en el

565



Urrego D, Manera A, Troncoso J

grupo control (figura 5A), lo que indica una retraccion
del arbol dendritico. Esta retraccion se confirmé por
la comparacién entre grupos de la media del area
bajo la curva de la distribucién de ramificaciones en
el andlisis de Sholl.

En efecto, el andlisis de varianza mostré diferencias
significativas entre grupos en la media del area bajo
la curva (F 4 ,,,=8,03; p< 0,001). El analisis post hoc
indicé una disminucién significativa en el nimero
de ramificaciones de las células piramidales de
animales de los grupos lesién 1S, lesion 3S'y lesion
58 respecto del control (p<0,001, figura 5 B), sin
diferencias significativas al comparar los grupos
lesionados entre si (p>0,05), pese a observarse
una tendencia hacia el aumento del area bajo la
curva a las tres y cinco semanas después lesion.

Al comparar el area bajo la curva de la distribucién
de dendritas apicales, se encontrd que era menor
en todos los grupos lesionados que en el control
(Fa 36=9-271; p<0,001; sham Vs. lesion 1S,
p<0,001; sham Vs. lesiéon 3S, p<0,01; sham Vs.
lesion 58, p<0,05) y que la Unica diferencia entre
grupos lesionados fue que el grupo lesién 5S tenia
un area bajo la curva significativamente mayor
que el grupo lesién 1S (p<0,05). Cuando se hizo
la comparacién de la distribucion de las dendritas
basales, se evidencié que era significativamente
menor en todos los grupos lesionados que en el
control (F, 4,=8.224; p<0,001; sham Vs. lesion
1S, p<0,05; sham Vs. lesién 3S, p<0,01; sham
Vs. lesion 5S, p<0,001) y que no habia diferencias
significativas entre los grupos lesionados.

>
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Figura 4. Morfologia representativa de las neuronas piramidales
de la capa V de la corteza motora primaria de las vibrisas.
Reconstruccion bidimensional de neuronas de la capa V de la
corteza motora primaria de las vibrisas representativas del grupo
control sin lesién (sham) y los grupos con lesion irreversible
del nervio facial contralateral evaluados a 1, 3 o 5 semanas
después de la lesién (1S, 3S y 5S, respectivamente).

Discusidn

En este estudio se encontré que, tras la lesién
completa e irreversible de las ramas bucal y
mandibular del nervio facial, las ratas presentan
una paralisis irreversible de las vibrisas faciales del
lado afectado. Sumado a la pérdida de la funcién
motora, se observd una retraccion significativa
del arbol dendritico de las células piramidales de
la capa V de la corteza motora primaria de las
vibrisas en el hemisferio contralateral. En el arbol
apical la retraccion fue pronunciada una semana
después de la lesién y desde la tercera semana se
evidencié aumento de la ramificacién sin llegar al

Sham 1S 35 58

Figura 5. Andlisis de Sholl de las neuronas piramidales de la capa V de la corteza motora primaria de las vibrisas. A. Distribucién
del nimero de ramificaciones en funcién de la distancia desde el soma neuronal de las neuronas de cada grupo (se ilustra la media
mas error estandar). B. Diagrama de barras ilustrando la media mas el error estandar del area bajo la curva (ABC) de la distribucion
de ramificaciones dendriticas en funcion de la distancia desde el soma de todas las neuronas de cada grupo experimental.

1S, 3S y 3 S: grupos lesién cuya evaluacion se hizo 1, 3 o 5 semanas después de la lesién, respectivamente

* p<0,001.
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nivel de ramificacién apical de los animales control.
En contraste, en el arbol basal la retraccién de las
ramificaciones aumenté en funciéon del tiempo
desde la lesidn irreversible del nervio facial.

Esta retraccion que perdurd, al menos, cinco
semanas, no puede atribuirse a factores como
la desnutriciéon de los animales lesionados por
dificultades en su alimentacién. En tal sentido, los
animales con paralisis facial mostraron una ganancia
de peso estadisticamente igual que los controles,
durante el periodo en que se compararon. Mas
aun, los animales de los grupos lesién 3S vy lesion
58 continuaron aumentando de peso dentro de los
parametros esperables para su edad. Tampoco se
podrian atribuir los cambios observados a pérdida
neuronalenlacortezamotora primariade las vibrisas,
puesto que en anteriores experimentos con lesién
irreversible del nervio facial y diferentes tiempos
de recuperacion, no hemos encontrado cambios
significativos en la celularidad en cortes coronales
de la corteza motora primaria de las vibrisas tefiidos
con violeta de cresilo (técnica de Nissl).

Si bien no se habian hecho estudios sobre la
remodelacion estructural de células piramidales
cortico-faciales asociados a la lesion periférica
del nervio facial, en estudios previos se han
demostrado reestructuraciones en la morfologia y
fisiologia de motoneuronas bulbares y medulares
como consecuencia de lesiones de sus axones. Al
ser privadas de sus dianas sinapticas tras lesiones
de nervio periférico, las motoneuronas de animales
adultos entran en un programa de regeneraciéon
que incluye retraccion de sus arborizaciones
dendriticas (25,26), incremento en la expresion
de diversas proteinas, como BDNF (Brain Derived
Neurotrophic Factor) (27), c-Fos y c-dun (28), y
cambios en las propiedades -electrofisiolégicas
pasivas y activas (29-31).

Estas respuestas parecen facilitar la supervivencia
de estas motoneuronas y la regeneracién de sus
axones cuando las lesiones son distales (32), pero
no cuando las lesiones son muy cercanas al soma
(33). No obstante, la retraccion del arbol dendritico
de las motoneuronas implica que las neuronas
premotoras (incluidas las neuronas piramidales
de la capa V de la corteza motora primaria de
las vibrisas) que proyectan sobre ellas queden
parcialmente privadas de sus dianas sinapticas.
Este fendmeno podria alterar el equilibrio tréfico
de las neuronas piramidales de la capa V de
dicha corteza motora, lo cual explicaria en parte
los cambios en la arborizaciéon dendritica vistos

Lesion del nervio periférico modifica neuronas corticales

en el presente trabajo. En estudios previos se han
demostrado cambios en el fenotipo en neuronas
premotoras que proyectan sobre motoneuronas
lesionadas, comose hadescritoenlasinterneuronas
internucleares del VI par craneal tras lesién toxica
de las motoneuronas del Il par craneal (34).

Por otra parte, se ha demostrado que los cambios
en los patrones de la actividad sensorial juegan un
papel crucial en la determinacién y mantenimiento
de la morfologia dendritica de neuronas piramidales
de las cortezas somatosensorial (18) y auditiva
(28). Troncoso y Munera (20) describieron que tras
una lesion reversible de nervio facial (que permite,
tras unas semanas, la recuperacion funcional) se
observan cambios transitorios en el procesamiento
de informacién sensorial en la corteza motora
primaria de las vibrisas contralateral durante las
dos primeras semanas después de la lesién. Esta
alteracion en el procesamiento de informacién
podria deberse al desequilibrio de las entradas
somatosensoriales provocado por la inmovilidad
de las vibrisas, lo que podria desencadenar una
reorganizacion de las entradas sinapticas sobre las
neuronas piramidales de la corteza motora primaria
de las vibrisas e incidiria sobre la estructura del
arbol dendritico de tales neuronas.

El desequilibrio de las entradas sensoriales por la
inmovilidad de las vibrisas y la pérdida de dianas
sinapticas sobre las motoneuronas faciales,
podrian explicar las modificaciones diferenciales
en los arboles dendriticos apical y basal de las
neuronas piramidales cértico-faciales. De esta
forma, la retraccion inicial de las ramificaciones
apicales de las neuronas cértico-faciales podria
estar relacionada con una disminuciéon de las
entradas sensoriales procedentes de la corteza
somatosensorial primaria, cuyas neuronas de
proyeccion cértico-cortical se ha demostrado que
sufren modificaciones estructurales y funcionales
con tratamientos que deterioran la entrada
sensorial (18,19). La recuperacion parcial de la
ramificacion apical podria estar relacionada con
el fortalecimiento de las proyecciones horizontales
procedentes de columnas vecinas encargadas de
controlar movimientos de la extremidad anterior.
En efecto, tales proyecciones son reciprocas, se
distribuyen mayoritariamente en las laminas Il y IlI
de la corteza, y se reorganizan cuando se modifican
los mapas de representacion en la corteza motora
de ratas (35).

Por otra parte, la retraccion progresiva de las
dendritas basales de neuronas cortico-faciales
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podria estar relacionada con un debilitamiento
de las sinapsis excitadoras recurrentes (36).
Tales entradas deberian dejar de tener sentido
funcional después de la axotomia facial, ya que
son importantes para la sincronizacién de multiples
neuronas cortico-faciales durante la generacion de
comandos motores para las vibrisas (37), lo que
dejade serposible tras el dafio de las motoneuronas
faciales.

Las modificaciones estructurales en la corteza
motora primaria de las vibrisas identificadas en
nuestro modelo experimental tras lesiones del
nervio facial, podrian ocurrir en personas que han
sufrido paralisis facial de diversa etiologia. Més aun,
tales cambios podrian ser el sustrato fisiopatoldgico
de algunas de las secuelas funcionales que se
observan en este tipo de pacientes (38,39).
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