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RESUMEN

La axotomia de un nervio periférico conduce a la interrupcién de la continuidad del axdn,
con degeneracion walleriana en el segmento distal de 1a neurona. El proceso postraumatico
del nervio lesiona el axén y su vaina de mielina y el material danado es invadido por
fagocitos hematdégenos, que remueven con el tiempo la gran mayoria de las fibras de
mielina y otras células endoneurales. Este hecho permiti6 el seguimiento del trayecto
nervioso intrapulmonar, después de la seccién del tronco vago-simpético cervical en la
rata, por la aparicion en el proceso degenerativo de productos de desintegracion de lipidos
de la mielina, tefiidos con Sudan III y IV. El objetivo del trabajo fue poner en evidencia y
se demostré el trayecto de las fibras auténomas intrapulmonares y su relacién con las
divisiones mas finas de los bronquios respiratorios, por la funcién que el sistema auténomo
tiene en el asma bronquial.
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La axotomia de un nervio periférico
conduce a la degeneracion del cabo distal
del nervio, donde ocurre un proceso cono-
cido como degeneracion walleriana (WD),
que es una respuesta inflamatoria de los
nervios periféricos a la injuria. Si bien la
mayor parte de estos experimentos estudian
los acontecimientos de regeneracion que
suceden en el cabo proximal, el interés con
la seccién de los axones de las neuronas

preganglionares del vago y los pos ganglionarses
del simpatico a su paso por el cuello de la rata,
fue estudiar el proceso degenerativo de los ca-
bos distales para que sirvieran de marcado-
res de la trayectoria de la inervacion auténo-
ma intrapulmonar.

A la inervacion auténoma intrapulmonar
se le ha postulado un papel activo en el asma
bronquial, fundamentado en el hecho, entre
otros, de que la estimulacion eléctrica del



cabo distal de los nervios vagos produce
broncoconstriccion, mientras que el simpéa-
tico dilata los bronquios.! De ahi que el
objetivo del trabajo fue poner en evidencia
la relacion de contigiiidad que guardan las
fibras auténomas intrapulmonares con las
divisiones mas finas de los bronquios respi-
ratorios, donde los neurotransmisores ejer-
cen su funcién en el control del calibre
bronquial.

Los cambios moleculares en el cabo
distal incluyen la exposicion de receptores
de membrana de neurotrofinas, moléculas
de adhesion de células nerviosas, citoquinas
y otros factores solubles.?

Para seguir el trazado de un nervio en
WD se ha utilizado un anticuerpo policlonal
purificado contra el carbono terminal del
neuropéptido tirosina (NPY), pues la pro-
teina receptora Y1 estd presente en la de-
generacion de las fibras del sistema ner-
vioso central, donde se produce un intenso
marcado inmunoldgico.? Sin embargo, esta
técnica se ha probado en los receptores
somaticos de neuronas ganglionares de pe-
quefias raices dorsales, en la seccién del
nervio ciatico y en la termocoagulacion de
corteza parietal, pero no en fibras auténo-
mas. El modo como Ia seccién del nervio
cervical repercutié en la inervacién
intrapulmonar, fue investigado por medio
de métodos histoquimicos para lipidos, por
la aparicion en el proceso degenerativo de
productos de desintegracion de los lipidos
de la mielina (cerebrésido, colesterol,
esfingomielina) en bloques de tejido fijado.

METODOS

Los pulmones una vez extraidos, se fi-
jaron en formol neutro 10 %. La tincién
para microscopia 6ptica se realiz6 en sec-
ciones de parafina de 6 micrémetros de es-
pesor, segun la técnica de Kay y Whitehead

de Sudan IT y IV. Para el anlisis histologico
se usé un fotomicroscopio NU Karl Zeis.
La imagen del tejido fue proyectada a una
amplificacion de 140 veces sobre una pan-
talla con 25 cruces dibujadas. En 8 cam-
pos, el tipo de tejido bajo las cruces fue
determinado y expresado en porcentaje.*
La amplificacion total del tejido fue de
560 veces.

Se utilizaron 8 ratas Sprague-Dawley
de los dos sexos con un promedio de peso
de 250 + 20 g, las que se anestesiaron con
pentobarbital sédico en dosis de 30 mg/kg
de peso por via IP. A 6 de las ratas se les
practicé la seccién unilateral del tronco
vago-simpatico derecho en el cuello, en una
extension de aproximadamente 6 mm, bajo
microscopio estereoscopico, en el nivel del
tercer anillo traqueal, cuando el nervio viaja
junto a la arteria carétida primitiva. Des-
pués de la operacion los animales estuvie-
ron en observacion bajo su régimen de vida
habitual. Todos los animales se sacrifica-
ron por embolismo gaseoso con inyeccion
de aire en una de las venas del rabo.

Las ratas se comenzaron a matar a las
24 h de operadas, de acuerdo con los rangos
dados por la literatura de la aparicion de la
WD (a las 5 h) y la desapariciéon completa
de los restos axémicos (4 semanas), por la
actividad de los macrdfagos en ratas, mo-
nos y humanos.*# El programa de muerte
fue el siguiente: una el primer dia, otra a
los 7,11, 15,19y 25d.

Los pulmones fueron fijados en posi-
cion inspiratoria normal por insuflacién del
formol por la traquea. Siguiendo el método
de analisis histolégico de Dunnill,* se es-
cogieron 2 laminas por cada pulmén (4 por
animal) de los 2 animales utilizados como
controles, 1o que hizo un total de 8 1ami-
nas, donde se observaron 64 campos micros-
copicos en busca de gotas de grasa coloreada
y se analizaron 1 600 cruces. Del grupo ex-
perimental se tomaron igualmente 2 ldminas



por cada pulmén (24 en total) para 192 cam-
pos y 4 800 cruces. Los controles histologicos
normales se prepararon sometiendo los pul-
mones de las 2 ratas a todo el procedimiento
histoquimico empleado con las lesionadas.
Los elementos que se tomaron en cuenta
para identificar el nervio en el proceso de
degeneracidn, fueron la tincién en rojo de
goticas de grasa por los Sudanes, asi como
la distribucién en filas de estas goticas; pues
se observaron acumulos de goticas tefiidas
que no representaban, aparentemente, fibras
nerviosas y que pudieran corresponder a
depésitos o macréfagos con lipidos
fagocitados.®® Para las comparaciones se
realizaron andlisis de varianza para una
probabilidad no mayor que 5 %.

RESULTADOS

La figura 1 es una fotografia del cam-
po microscépico de un pulmén de rata tefii-
do segtn se explicd enmeétodos, después de
1 d de axotomia. A la izquierda se observan
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espacios aéreos que corresponden a tejido
alveolar y en la parte superior derecha una
amplia zona vacia que debe corresponder a
la luz de una via aérea, que por la amplia-
cién del campo y el radio de curvatura debe
medir alrededor de 100 micrémetros, lo que
corresponde a un bronquiolo. En su borde
aparece una zona de forma elipsoidal de
goticas de grasa que bien puede
interpretarse como grasa pulmonar, pero que
por su forma un tanto regular y sus dimen-
siones (unos 130 micrémetros de eje ma-
yor), pudiera tratarse de un ganglio
vegetativo intrapulmonar, donde las neuronas
parasimpaticas pre y pos hacen sinapsis.
En la figura 2 la rata lleva 7 d de
axotomizada. Se presenta una zona de forma
semejante a la anterior, que parece bordear
una via aérea de similares dimensiones, y de
cuya zona se pudiera hacer también iguales
consideraciones que en la figura anterior.
En la figura 3, las goticas de grasa pre-
sentan la disposicién mas tipica de un tra-
yecto nervioso; siempre colocado en la ve-
cindad de una via aérea, en los pulmones

Fig. 1.Lamina x 560. Corresponde a
un corte histolégico de pulmdn de
rata con 1 dde axotomizada. Apa-
rece la desintegracion de la mielina
en forma de granulos redondos.



Fig. 2. Lamina x 560. Corte de un
pulmdn de rata de 7 d de operada.
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Fig. 3.Ldmina x 560. Rata de 11 d de
operada. Aparecen las gotas de gra-
sa tefiida, con una ordenacidn lineal,
caracteristicas del trayecto de una
fibra.

de 11 d de realizada la injuria. La zona te-
fiida por los Sudanes llega a definirse como
una terminacion en la figura 4.

Las figuras 5 y 6 presentan cortes de
pulmones con axotomia de 15y 19 d, res-
pectivamente. El ordenamiento franca-

mente lineal de las gotas de grasa evi-
dencia un trayecto de fibra. No obstante,
ya en este momento la actividad de los
fagocitos, es probable que, haya determi-
nado que las goticas de grasa sean cada
vez més escasas.



Por tltimo, la figura 7 muestra el tra-
yecto de una fibra nerviosa que termina en
una estructura lo mas probable ganglionar,
que a este tiempo de operacién (25 d) mues-
tra un rastro correspondiente a restos de la
fibra que se presenta como vainas o trayec-
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Fig. 4. Ldmina x 560. Parece
definirse una terminacidn.

Fig. 5. Lamina x 560. Corresponde a
15 d de practicada la axotomia. Se
puede observar una disminucion
marcada de los granulos.

tos vacios. Es conocido que la WD es
prerrequisito para la generacién nerviosa'
y en este Ultimo proceso aparecen unos
tubos de pequefio didmetro que expresan la
superficie de moléculas que guian la rege-
neracion de las fibras y se conocen como



bandas de Bungner,>!? por lo tanto, la figu-
ra 7 también puede ser interpretada de esta
manera.

La tabla 1 expresa que 2,59 % de las
cruces examinadas en el pulmén izquierdo
presentaron goticas coloreadas reunidas for-

Fig. 6. Ldmina x 560. Rata de
19d de operada.

Fig. 7.Lémina x 560. Rata de 25 d de
operada. Se ve muy disminuida la
grasa tefiida y trayectos vacios que
posiblmente son restos de la fibras
nerviosas 0 bandas de Bungner.

mando pifias, algunas sin forma geométrica
definida, lo que fue interpretado como la
grasa habitual del pulmén. En el pulmén
derecho, semejantes estructuras microsco-
picas aparecieron en 3,11 % de las zonas
examinadas bajo las cruces, sin significacién



estadistica entre ambos pulmones. En los
pulmones con axotomia, los promedios de
grasa pulmonar o grasa no dependiente de
la degeneracion nerviosa (o no caracte-
ristica de este proceso), fueron 2,75 %
para el pulmén izquierdo y 2,45 % para
el pulmén derecho, sin significacion es-
tadistica entre ambos ni con los contro-
les correspondientes. También la tabla 1
expone el promedio de cruces que tuvie-
ron grasa con alineacién caracteristica
de nervios, tanto en el pulmén izquierdo
intacto como en el derecho axotomizado.
El andlisis de varianza entre estos resul-
tados resultd significativo a p < 0,05,
con predominio de degeneracion en el pul-

mon con axotomia. Debe destacarse el dato
que se obtiene del pulmén izquierdo, cual
es la degeneracion mielinica en 6,12 % de
las 4reas examinadas.

La tabla 2 expone el porcentaje de
grasa de la WD segun los dias de la
axotomia. Con estos porcentajes se con-
fecciond la regresion de la figura 8 que
dio valores de r muy cercanos a 1 (0,96
para el pulmén derecho y 0,98 para el
izquierdo). Estas relaciones pueden
interpretarse en términos de que, mien-
tras la desaparicion de la grasa habitual
de los pulmones se mantiene sin ninguna
dependencia del tiempo (fig. 9), la grasa
de mielina desaparece con el tiempo se-
gln una funcién logaritmica.

TABLA 1. Grasa por degeneracidn de vainas de mielina en pulmones de ratas

Grupos Pulmén % P
X S cv
Grasa control Derecho 31 1,20 38,58
NS
Grasa después de la descentralizacion Derecho 245 0,90 36,74 FI
Grasa por degeneracion mielinica Derecho 16,80 2,48 14,76 NS
Grasa control Izquierdo 259 0,66 2548 J 0,05
NS
Grasa después de la descentralizacion derecha lzquierdo 2,75 0,71 2581 J
Grasa por degeneracion mielinica lzquierdo 6,12 135 22,04

TABLA 2. Grasa por degeneracidn de vainas de mielina segun los dias de operadas

Grupos

Dias de operadas

7 1N 15 19 25
% % %h % %

Grasa por degeneracion mielinica en pulmén derecho
descentralizado (400 =100 %)

Grasa por degeneracion mielinica en pulmén
izquierdo intacto (400 =100 %)

Grasa por degeneracion mielinica en ambos
pulmones

26,0 176 105 60 20
77 62 52 50 38

33,7 23,7 157 N0 58
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Fig. 8. Regresidn de grasa de mielina degenerada en ambos pulmo-
nes sobre dias desde la operacion (r=0,96).
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Fig. 9.Distribucion de la grasa intrapulmonar con los dias de operacion.

DISCUSION

La histoquimica de los lipidos ha desa-
rrollado técnicas con multiples colorantes

por métodos fisicos y quimicos. Kay y
Whitehead ensayaron gran niimero de tintu-
ras de Sudin y recomendaron la unién de
Sudan Il y IV. Daddi tue el primero en usar
Sudan III para tincién in vitro de las grasas.
Después de haber sido ingerida por los ani-
males, fue demostrada en los tejidos por su
color rojo. Michaelis* propuso el Sudin IV
para tefiir grasas.

Este autor demostr6 que la tincion de
las grasas con tinturas de Sudan es pura-
mente fisica y depende de la solubilidad de
la tintura inerte en las grasas.

En los resultados aparecen fibras
mielinizadas en degeneracion en el pulmén
axotomizado y en el pulmén intacto. Esto
confirma la inervacién pulmonar contralateral
ya referida por Honjin.?

La grasa de la mielina en degenera-
cién fue un elemento extrafio en el
parénquima pulmonar, que desaparecio con
el tiempo; este hallazgo demuestra que se
trata de una consecuencia de la seccion
nerviosa, pues no sucedié de igual manera
con la grasa habitual del pulmdn.

Una vez demostrada la existencia del
trayecto intrapulmonar de las fibras del sis-
tema nervioso auténomo, la ubicacion de
las fibras marcadas, junto a finos trayectos
bronquiales confirma el papel funcional de
este sistema en el control del didmetro de
las vias aéreas intrapulmonares, en cuyos
musculoslisos tienen oportunidad de descar-
gar sus neurotrasmisores respectivos.

Como conclusién se demuestra la
inervacion intrapulmonar auténoma. También,
que las fibras marcadas del sistema nervioso
autébnomo se hallaron siguiendo el trayecto
de finas vias aéreas intrapulmonares y que la
contigiiidad estructural fibra nerviosa-bron-
quio permitié comprender la funcién
reguladora del simpatico y el parasimpatico
sobre el calibre bronquial.
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SUMMARY

The axotomy of a peripheral nerve leads to the interruption of the continuity of the axon with wallerian degeneration
in the distal segment of the neuron. The posttraumatic process of the nerve injures the axon and its sheath of
myelin and the damaged material is invaded by haematogenous phagocytes that with the course of time remove
most of the myelin fibers and other endoneural cells. This fact allowed to follow the nervous intrapulmonary
pathway after the section of the vagosympathetic cervical trunk in the rat, due to the appearance in the
degenerative process of products of the desintegration of lipids from myelin, stained with Sudan III and IV. The
aim of this paper was to show the pathway of the autonomic intrapulmonary fibers and their relationship with the
thinnest divisions of the respiratory bronchi, taking into account the function of the autonomic nervous system
in bronchial asthma.

Subject headings: AXOTOMY; VAGUS NERVE/surgery; PERIPHERAL NERVES/surgery; WALLERIAN
DEGENERATION; LUNG/innervation; NERVE FIBERS, MYELINATED; SYMPATHETIC NERVOUS
SYSTEM/surgery; RATS, INBRED STRAINS/surgery; ANIMALS, LABORATORY.
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