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Discusion

“Nuestros hechos deben ser correctos.

Nuestras teorias no necesitan serlo,

Si nos ayudan a descubir importantes hechos nuevos”
Selye

5. DISCUSION

En la revision bibliografica hemos encontrado gran cantidad de trabajos
realizados en diferentes animales de experimentacion en los que se describen
en diferentes localizaciones y en diferente numero la presencia de ganglios
autonomos y paraganglios asociados a los nervios laringeos superior e inferior.
Ademas existen numerosos trabajos sobre la ultraestructura, pero
especialmente sobre las caracteristicas inmunohistoquimicas de dichas
estructuras. En referencia al material humano también existen numerosos
trabajos en los que se encuentran diferencias en cuanto a la distribucion y
numero de los ganglios autdbnomos y paraganglios. Sin embargo, apenas
existe algun estudio ultraestructural (Ramaswamy y col., 1994) e
inmunohistoquimico (Frigo y col., 1989) sobre los mismos. Este ha sido el
motivo que nos ha llevado a realizar la presente Tesis doctoral, para aportar
mas informacion por un lado en lo que hace referencia a la distribucidon y
numero, y por otro sobre la naturaleza de estas estructuras asociadas a los

nervios laringeo interno y recurrente en humanos adultos.
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5.1. COMENTARIOS SOBRE LA METODOLOGIA

En la presente tesis nos hemos encontrado con dificultades técnicas que han
supuesto un handicap para el desarrollo de la misma.

La primera dificultad la encontramos a la hora de buscar el procedimiento que
nos permitiera localizar los ganglios y/o paraganglios presentes en los nervios
laringeos procedentes de cadaveres humanos.

La localizacion de los paraganglios en los animales de experimentacion habia
sido posible a través de dos métodos, la inyeccion intravenosa del azul de
Evans y la técnica de fluorescencia inducida por la fijacién en formoaldheido-
glutaraldheido. La primera permite identificar los paraganglios como manchas
azules a lo largo de los nervios (McDonald y Blewett, 1981). Este método
procede de la observacion de que los vasos presentes en los paraganglios son
relativamente mas permeables a las tinciones inyectadas en la circulacion
sanguinea que los vasos presentes en el resto de los nervios y ganglios. Esta
técnica fue empleada por Dahlqvist y colaboradores (1984, 1986 d, 1987 y
1991) y por Domeij y colaboradores (1987) para el estudio de los paraganglios
en las laringes de las ratas. La otra técnica empleada para la identificacién de
los paraganglios, se basa en la fluorescencia inducida por la fijacion del
formaldheido-glutaraldheido (Grillo y col., 1974). Esta técnica se basa en el
hecho de que las soluciones acuosas de formaldehido y las catecolaminas
reaccionan formando un producto de reaccion que es insoluble y fluorescente
(Bock 1982). Esta técnica fue la que emplearon Gorgas y Bock (1976) y Lu y
colaboradores, (1992) en la identificacion de los paraganglios laringeos

presentes en la rata.
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En nuestro estudio estas técnicas no pudieron ser empleadas ya que solo son
factibles desarrollarlas en animales de experimentacion. Por tanto, para poder
llevar acabo la localizacién de estas estructuras hicimos un estudio seriado de
cada nervio tal como hizo Dahlqvist y colaboradores (1986 b) en laringes
procedentes de cadaveres humanos para el estudio de los paraganglios en el
nervio recurrente tifiendo posteriormente los cortes en hematoxina-eosina (H-
E). En las secciones tefidas con (H-E) el citoplasma de las células
paraganglionares aparecia tenuemente eosindfilo (Bock, 1982).

También estos 6rganos han sido localizados mediante el analisis de diferentes
secciones de bloques de tejido fijados en tetroxido de osmio al 1 % tal como
propuso Kjaergaard (1973) para el estudio del cuerpo carotideo en fetos
humanos. Este método permite ademas el estudio posterior a microscopia
electronica de las estructuras localizadas. Como ya comentamos en el
apartado de material y métodos inicialmente intentamos realizar este mismo
proceso en los nervios extraidos de laringectomias con el objeto de también
estudiar posteriormente su ultraestructura. Sin embargo, la falta de resultados y
la gran dificultad técnica que entrafiaba nos obligd a apartarlo para otra linea
de trabajo complementaria.

La segunda dificultad la encontramos en la fijacion de las muestras para la
realizacion del estudio inmunohistoquimico. El tipo de fijador inicialmente
utilizado fue el formol al 10% que fue desechado rapidamente porque se
producia una gran cantidad de falsos positivos y negativos y se sustituyo por el
paraformaldehido al 4% tamponado con PB al 0,1 M en un pH 7,4 que es un
buen fijador para la inmunohistoquimica (Woods y Ellis, 1994). En cuanto al

tiempo de fijacion, que resultdé excesivo en la mayoria de las muestras fue un
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problema mas dificil y laborioso de resolver. Para corregir este problema se
recurrido al desenmascaramiento a través del calentamiento con microondas,
mejorandose en la mayoria de los casos los resultados obtenidos. A nuestro
entender estos problemas justificarian la falta de homogeneidad de los

resultados obtenidos en este apartado.
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5.2. NUMERO Y LOCALIZACION DE LOS PARAGANGLIOS Y/O GANGLIOS

La descripcion de ganglios anexos a los nervios laringeos se realizd por
primera vez en el siglo XIX (Remak, 1840). Posteriormente la existencia de
estas formaciones ganglionares ha sido confirmada en diversos animales de
experimentacion, perros (Geronzi, 1904; Gryngelt y Hédon, 1907; Sugano,
1929; Lemere, 1932; Masuko y col., 1991; Shimazaki y col., 1995, Hisa y col.,
1996 c), gatos (Geronzi, 1904; Tsuda y col., 1992; Tanaka y col., 1993 b;
Yoshida y col., 1993; Shimazaki y col., 1995) y ratas (Gorgas y Bock, 1976;
Carls66 y col., 1982, 1983; Dahlqvist y col., 1987, 1989 b, 1990,1991; Domeij y
col., 1987, 1991 a, b, c¢; Hisa y col., 1996 b).

Dichas formaciones ganglionares también han sido descritas por diversos
autores en material embrionario, fetal y adulto humano (Soulié y Bardier, 1907;
Gynfelt y Hédon, 1908; Rubatelli, 1934; Ramaswany, 1963; Ramaswany y
Kulasekaran, 1974; Watzka, 1963; Klesissanser, 1964; Schonberger, 1969;
Jansen y Netty-Marbell, 1967; Zak y Lawson, 1972; Lawson y Zak, 1974;
Barrios, 1977; Dahlqvist y col., 1986 b).

Sin entrar ahora en la controversia sobre si las estructuas descritas en los
anteriores trabajos se corresponden a paraganglios o simplemente a ganglios
auténomos, encontramos, que ademas existen diferencias en cuanto al niumero
y localizacion de las mismas. Por tanto, en este primer apartado que tiene
como objetivo una mera descripcion topografica de dichas estructuras,
independientemente de la naturaleza que se les atribuya, nos limitamos a
contrastar los resultados de los trabajos revisados, con los obtenidos por

nosotros sin entrar en distinciones entre paraganglios y ganglios.
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En el nervio laringeo superior la mayoria de los autores han descrito un sélo
ganglio constante (Soulie y Bardier, 1907; Rubatelli, 1934; Ramaswany, 1963;
Watzka, 1963; Ramaswany y Kulasekaran, 1974; Afifi, 1971; Barrios, 1977)
para otros inconstante (Jansen y Netty-Marbell, 1967; Lawson y Zak, 1974) de
gran volumen situado en la rama anterior del nervio laringeo interno, con la
excepcion de un estudio en que se describe en esa posicidon una agrupacion
formada por un reguero de tres a cinco ganglios que denominan grupo
tirohioideo (Grynfelt y Hédon, 1908). Por otro lado, estos mismos autores
describen una segunda agrupacién ganglionar denominada aritenoepiglético
situada en la rama posterior a nivel del repliegue del mismo nombre (Grynfelt y
Hédon, 1908). Esta segunda formacién ganglionar también ha sido descrita por
otros autores de forma constante (Rubatelli, 1934) o de forma inconstante
como ganglios ectopicos situados sobre el borde superior del cartilago
cricoides o por encima del musculo interaritenoideo (Lawson y Zak, 1974).

Nuestros resultados muestran que con relacion a la rama interna del nervio
laringeo superior aparecen dos ganglios (Gynfelt y Hédon, 1908; Rubatelli,
1934; Lawson y Zak, 1974). Estas estructuras aparecen de forma constante
(Gynfelt y Hédon, 1908; Rubatelli, 1934) y no de forma ocasional (Lawson y
Zak, 1974), situadas la en la rama anterior y en la rama posteinferior del nervio.
Nuestros resultados, al igual que la descripcion realizada por todos los autores,
muestran que el ganglio situado en la rama anterior es el de mayor volumen, lo
que ha hecho que algunos autores lo consideren visible macroscopicamente
(Ramaswany, 1963; Ramaswany y Kulasekaran, 1974), hecho que nosotros no

hemos constatado ni siquiera con el uso de microscopio de diseccion a X2.5.
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La mayoria de autores lo describen como una formacion encapsulada
(Rubatelli, 1934; Ramaswany, 1963; Watzka, 1963; Ramaswany vy
Kulasekaran, 1974; Jansen y Netty-Marbell, 1967; Zak y Lawson 1972; Lawson
y Zak 1974) o compacta (Barrios, 1977), en nuestros resultados aparece de
forma constante como una formacién dispersa a lo largo de la rama A1 que se
distribuye por el vestibulo laringeo. Esta morfologia puede compararse a la
descripcion realizada por Grynfelt y Hédon (1908) en la que lo describe como
un grupo tirohioideo integrada por un reguero de tres a cinco ganglios o al tipo
difuso descrito por Barrios en fetos (Barrios, 1977).

El ganglio localizado en la rama posterior es de un volumen notablemente
menor (Grynfelt y Hédon, 1908; Rubatelli, 1934) asociado a la rama P1 que se
distribuye por el repliegue aritenoepigldtico (Grynfelt y Hédon, 1908; Rubatelli,
1934).

Ademas de estos dos ganglios constantes anteriormente mencionados
nosotros observamos que existen de forma inconstante otras dos formaciones
ganglionares asociadas a la rama S distribuida por el pliegue glosoepiglético y
vallecula y a la rama P2 distribuida por el musculo interaritenoideo. Esta ultima
formacion se podria corresponder con los ganglios denominados ectépicos
superiores (Lawson y Zak, 1974).

En el nervio recurrente diversos autores han descrito la existencia de un unico
ganglio situado, en su rama anterior sobre el musculo cricoaritenoideo lateral
(Grynfelt y Hédon, 1908), por detras de la articulacidon cricotiroidea
(Kleissansser, 1964; Barrios, 1977) o entre cricoides y primer anillo traqueal
(Jansen y Nettey-Marbell, 1967) o de forma variable por detras de la

articulacion a veces en contacto con la glandula tiroidea, o entre el cricoides y
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el primer anillo traqueal (Lawson y Zak, 1974). Sin embargo otros autores
describen hasta tres ganglios situados, detras, por debajo o por encima de la
articulacion circotiroidea algunas veces relacionadas también con la capsula de
la glandula tiroides (Safudo y Doménech, 1990)

A diferencia de los anteriores autores nuestros resultados muestran que existen
dos ganglios constantes asociados al nervio recurrente. El inferior localizado en
el punto de division del nervio recurrente en sus ramas anterior y posterior (asa
de Galeno) y el superior en la rama anterior entre las ramas para los musculos
aritenoideo y cricoaritenoideo lateral. El ganglio localizado en relacion con el
extremo superior de la articulacién cricotiroidea (Kleissansser, 1964; Barrios,
1977;Safudo y Doménech, 1990) podria corresponderse con el ganglio
superior descrito por nosotros situado en la rama anterior entre las ramas para
el musculo aritenoideo y cricoaritenoideo lateral. Mientras que el ganglio
descrito por nosotros en la bifurcacion del nervio recurrente podria
corresponderse con las descripciones que situan a este ganglio algo mas
inferior, entre el cricoides y primer anillo traqueal (Jansen y Nettey-Marbell,
1967; Lawson y Zak, 1974).

Ademas de estos dos ganglios constantes, observamos que existen de una
forma inconstante células ganglionares dispersas en hasta tres localizaciones.
Una asociada al musculo cricoaritenoideo lateral (2 casos), otro grupo de
células ganglionares localizado en una de las ramas para el musculo
cricoaritenoideo posterior (1caso) y un tercer acumulo de células aparece
localizadas en la rama para el musculo tiroaritenoideo (2 casos). La primera de

estas pequefias agrupaciones celulares y la de mayor numero de células se
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corresponderia con la localizacién descrita para el ganglio laringeo inferior por
Grynfelt y Hédon (1908).

Por otro lado estas pequefias agrupaciones celulares presentes en los
musculos hasta ahora solo se habian descrito en perros, asociados a los
musculos tiroaritenoideo y cricoaritenoideo posterior (Geronzi, 1904) y entre las
fibras musculares del resto de los musculos intrinsecos laringeos (Hisa y col.
1996 a). Por tanto, estas células ganglionares presentes en los musculos de las
laringes caninas se podrian corresponder con las descritas por nosotros en
humanos.

Finalmente en relacidn con el nervio laringeo externo también han sido
descritas células ganglionares localizadas por delante del cono elastico
(Lawson & Zak, 1974). Sin embargo, nuestros resultados no muestran tales
formaciones.

Esta variabilidad en el numero y en la localizacién no es unica del hombre
también se puede encontrar en otros animales mamiferos. En las laringes
caninas se han descrito de 3 a 4 ganglios asociados a la rama interna del
nervio laringeo superior y al nervio recurrente (Geronzi, 1904; Grynfeltt y Hédon,
1907; Sugano, 1929; Lemer,1932; Masuko y col., 1991; Shimazaki y col 1995;
Hisa y col., 1996 c). A nivel de la rama interna del nervio laringeo superior, se ha
descrito diferentes localizaciones, en el punto de su ramificacion (Sugano, 1929),
a lo largo de su recorrido (Lemer, 1932) o bien formando agrupaciones
ganglionares de 2 a 3 ganglios a nivel tiro-hioideo, ariteno-epiglético (Grynfeltt y
Hédon, 1907) y a nivel del espacio paraglético (Shimazaki y col 1995; Hisa y col.,
1996 c). A nivel del nervio recurrente en el punto donde se bifurca en sus ramas

anterior y posterior (Sugano, 1929), a nivel del borde inferior del cartilago tiroideo
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(Grynfeltt y Hédon, 1907) y dorsal al musculo cricoaritenoideo posterior
(Shimazaki y col 1995). También ha sido descrito a nivel del asa de Galeno
(Grynfeltt y Hédon, 1907; Lemere ,1932).

En las laringes de gatos ha sido descrito también un niumero muy variable de
ganglios. De 3 a 8 ganglios al nivel de la rama interna del nervio laringeo superior
que se distribuye por la cara interna del borde superior del cartilago tiroideo
(Yoshida y col., 1993; Shimazaki y col., 1995). De 3 a 4 ganglios al nivel de las
ramas que se distribuyen por la regién del vestibulo (Tsuda y col., 1992). De 2 a 6
ganglios situados dorsalmente al musculo cricoaritenoideo posterior (Yoshida y
col., 1993; Shimazaki y col., 1995) y de 1 a 3 ganglios en el nervio recurrente a su
entrada a la laringe (Yoshida y col.,1993).

En las ratas los ganglios laringeos aparecen asociados al nervio laringeo superior
en un numero de 1 a 3, el mayor de ellos situado en la bifurcacion de sus ramas
interna y externa (Domeij y col.,1987). A nivel de la rama interna del nervio larigeo
superior se encuentran situados en la rama anterior que sigue la cara interna del
cartilago tiroides (Shimazaki y col., 1995; Hisa y col.,, 1996 b) y cerca de la
articulaciéon cricoaritenoidea (Hisa y col., 1996 b). En relacién con el nervio
recurrente se han descrito de 1 a 4 ganglios (Dahlqgvist y col., 1987) pero sélo uno
de ellos es constante situado en relacion con el cuerno inferior del cartilago
tiroides (Gorgas y Bdck, 1976) otras veces algo mas inferior, situado a unos 5-6
mm de la entrada del nervio a la laringe (Carls66 y col., 1982). También se han
descrito de 3 a 4 ganglios situados dorsolateralmente al musculo cricoaritenoideo

posterior (Simazaki y col., 1995).
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5.3. TAMANO DE LOS GANGLIOS

De los ganglios constantes localizados en el NLI, el de mayor volumen que
mide entre 0,1-0,3 mm de altura no es visible macroscopicamente aspecto que
coincide con la mayoria de los autores (Afifi, 1971; Grynfelt y Hédon 1908;
Watza, 1963; Schomberger, 1969) y que discrepa de lo descrito por
Ramaswamy (1963, 1974) que es él unico en describir un ganglio
macroscopico entorno a los 2-3 mm. En nuestro material siempre hemos
encontrado de manera constante que este ganglio es el mayor de todos los
presentes en la laringe mientras que para otros autores, es el ganglio asociado
al nervio recurrente el de mayor tamano (Lawson y Zak, 1974; Jansen y Netty-

Marbell, 1967).
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"Si la estructura no nos cuenta algo sobre la funcion,
implica que no hemos observado correctamente”

Szent-Gyorgyi

5.4. ESTUCTURA: ESTUDIO A MICROSCOPIA OPTICA

Una vez ya descrita el numero y localizacion de los ganglios asociados a los
nervios laringeos, pasaremos a hacer una descripcion morfolégia de estas
estructuras porque algunos de estos datos nos arrojaran informacion sobre su
posible naturaleza.

Las tinciones de impregnacion argéntica realizadas en material humano (Afifi,
1971) y en laringes caninas (Lemere, 1932) mostraban la presencia de
neuronas multipolares de un tamafno entre 20-25 um, y eran etiquetadas como
células ganglionares parasimpaticas..

En los trabajos que se utilizé la tincidn con Hematoxina-Eosina, los ganglios
laringeos humanos se describian envueltos por una capsula fibrosa en cuyo
interior se distinguian dos tipos de células, unas de mayor tamafo que
aparecian envueltas por un segundo tipo de células de mucho menor tamafio
llamadas células satélite junto, a un gran numero de fibras mielinicas y
amielinicas (Lawson & Zak 1974; Dahlqvist y col 1986 b; Ramaswamy y col
1994). Adicionalmente algunos autores describian la presencia de capilares
(Lawson & Zak 1974; Dahlqvist y col 1986 b). En los trabajos realizados en
animales de experimentacion (gatos, perros y ratas), las tinciones de
Hematoxina-eosina (H-E) y de azul de toluidina mostraban también ganglios
encapsulados en cuyo interior se encontraban células ganglionares que median

entre 25-30 um envueltas por células de menor tamano y entre ellas aparecian
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numerosos capilares (Yoshida y col., 1993; Tanaka y col., 1993 b; Shimazaki y
col., 1995).

En nuestro estudio, y aun cuando la tincion empleada es la H-E, los resultado
obtenidos parecen abundar sobre la naturaleza autonémica de los ganglios, y
concretamente sobre su naturaleza parasimpatica. Las células ganglionares
son de pequefio tamafno y sus cuerpos celulares tienen formas irregulares.
Esto habla a favor de que se trate de neuronas multipolares, con nucleo
exceéntrico y rodeas en ocasiones por capsula como en el caso de los ganglios
asociados al nervio recurrente aunque en otras ocasiones aparezcan como
celulas ganglionares dispersas entre las fibras nerviosas como en el caso del
ganglio presente en la rama anterior del nervio laringeo superior interno. Por
otro lado, a diferencia de las descripciones que se realizan en los paraganglios
de abundantes e importantes redes de capilares y sinusoides distribuidos entre
las celulas ganglionares, en nuestras muestras no observamos la presencia de
tales elementos vasculares.

Mediante el analisis de la ultraestructura a microscopia electronica Ramaswany
y col. (1994) describieron la presencia de, dos tipo de vesiculas en el interior de
las células ganglionares, dos tipos de sinapsis aferentes y eferentes asi como
la presencia de capilares. Datos que se vienen a semejar a los descritos en los
trabajos realizados por el grupo sueco sobre la ultraestructura de los
paraganglios de la rata (Carls66 y col., 1982, 1983; Dahlqvist y col., 1984,
1987, 1991; Domeij y col., 1987). En nuestro caso no disponemos de los datos
que proporciona la microscopia electronica por problemas derivados de la

elevada dificultad técnica que presenta la realizacion de este tipo de estudio.
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Por tanto, con los datos que nos proporciona la tincion con H-E no somos
capaces de observar la existencia de paraganglios y nos inclinamos a
considerar a estas estructuras como ganglios autonomos.

Estos ganglios por su localizacion, en las ramas de los nervios laringeos y por
sus caracteristicas morfolégicas, células multipolares de nucleo excéntrico,
tendrian por tanto una naturaleza autonémica parasimpatica (Lemere 1932; Afifi

1971; Ramaswamy 1963,1974, 1994; Barrios 1977; Shimazaki y col., 1995).
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5.5. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO SOBRE LA NATURALEZA DE LOS
GANGLIOS.

La ausencia de datos en referencia a la ultraestructural hace que la morfologia
en este caso proporcione escasa informacion sobre la naturaleza autonémica
versus paraganglionar. Para suplirla hemos realizado un estudio
inmunohistoquimico donde los avances en este terreno han facilitado
considerablemente el estudio de la naturaleza de las estructuras
paraganglionares y/o ganglionares presentes en los nervios laringeos.

5.5.1. Gromogranina A (Cr. A)

El paraganglio expresa una gran cantidad de marcadores de los cuales tiene
especial valor los anticuerpos anticromogranina A.

La cromogranina A es una proteina cuya funcion es desconocida pero que esta
presente en todos los paraganglios. Por tanto se puede usar como un marcador
para la deteccion de células neurosecretoras en el sistema paraganglionar
(Tischler 1997).

Los anticuerpos frente a la Cr. A no han sido utilizados como marcadores de
células neurosecretoras en el estudio de los paraganglios laringeos en
animales de experimentacion, pero si en humanos (Frigo y col., 1989), donde
ademas también han sido utilizados como marcadores de este tipo de células
en los paragangliomas laringeos (Martinez-Madrigal y col., 1991; Salim y col.,
1993) asi como en los paraganglios presentes en la vejiga urinaria (Honma,
1994) y en la vesicula biliar (Kawabata 1999). Ademas en humanos también se
ha utilizado como marcador de células neurosecretoras en otras partes de la
via respiratoria superior, como la mucosa nasal y la mucosa del paladar, donde

se observaron un numero de células cromograninas positivas en la porcién
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distal y ductus de las glandulas presentes a dichos niveles (Albegger y col.,
1991).

En el unico trabajo realizado sobre ganglios laringeos humanos no se demostro
inmunorreactividad en ninguna de las células para la Cr. A (Frigo y col., 1989).
Sin embargo, en nuestro estudio en cuatro de los cinco ganglios presentes en
el NLI encontramos un pequefio grupo de células que mostraban una clara
positividad para la cromogranina A. Mientras que en el recurrente encontramos
en cuatro de los siete ganglios analizados un grupo muy reducido de células
que mostraban una positividad pero de menor intensidad que la observada en
las células del ganglio laringeo superior. En funcién de estos resultados
podriamos considerar que algunas de las células presentes en el NLI y en el
NR son células neurosecretoras en cuyo citoplasma posiblemente se
encuentren vesiculas densas (dense-cored vesicle, DCV) donde se localizaria
entre otros productos de neurosecrecion, la cromogranina A .

Por tanto, se podria considerar que aunque la morfologia de los dos ganglios
principales asociados al NLI y al NR, no se corresponda con la de un
paraganglio, la presencia de células CrA positivas en su interior habla de que
estos ganglios podrian contener un numero de células que se comportarian
como estructuras neurosecretoras y, por tanto, formarian parte del sistema

APUD o del sistema neuroendocrino difuso
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5.5.2. Neurotransmisores

Tirosina hidroxilasa

Gorgas y Bock (1976) fueron los primeros que valiéndose del método de la
fluorescencia inducida por el formaldheido demostraron la presencia de
catecolaminas en el interior de los paraganglios presentes en los ratones.

La principal catecolamina acumulada es la Dopamina y en una importante
menor proporcién la Noradrenalina (Dahlqgvist y col 1986 a, 1989 a, Dahlqvist y
Forsgren 1992 a).

La identificacion de las enzimas involucradas en la sintesis de las
catecolaminas es una forma indirecta para permitir identificar las catecolaminas
presentes en las estructuras nerviosas. La primera enzima involucrada es la
tirosina hidroxilasa (TH) la cual constituye la enzima limitante en la sintesis de
las catecolaminas (Dahlqvist y Forsgren, 1992 a) y, por tanto, se encuentra en
todas las células productoras de catecolaminas, mientras que la dopamina-3-
hidroxilasa (DBH) s6lo se encuentra en las células que producen norepinefrina
y la fenil-etanolamina-N-metiltransferasa (PNMT) en las que producen
epinefrina (Tischler, 1997).

La ventaja de la utilizacion de estos anticuerpos sobre los métodos de
fluorescencia que detectan directamente la presencia de catecolaminas es que
estos ultimos so6lo son factibles realizarlos en material fresco mientras que los
primeros pueden realizarse sobre el material incluido en parafina y ademas
permiten identificar el tipo de catecolamina presente en la estructura nerviosa
(Tischler, 1997). Por tanto, ha sido uno de los mas importantes avances en el

estudio de los paraganglios.

147




Discusion

En las células tipo | de los paraganglios laringeos de las ratas se observé una
marcada positividad para la TH (Dahlqvist y Forsgren, 1992 a; Dahlqvist y col.,
1992 b, 1994; Lidegran y col., 1995). Sin embargo, en las células ganglionares
auténomas intralaringeas de las ratas (Domeij y col.,, 1991 a; Dahlqvist y
Forsgren, 1992 a) y de los perros (Masuko y col.,, 1991) presentaron una
inmunorreactividad negativa para la TH, aunque en los gatos se pudo observar
alguna célula positiva para la TH (Yoshida y col., 1993).

En nuestro caso encontramos en todos los ganglios asociados a la rama A1
del NLI, una pequefa poblacion de células inmunorreactivas para la TH.
Mientras que, en cuatro de los siete ganglios asociados al NR se encontré un
numero mas reducido de células en las que, comparandolas con las del NLI
mostraban una menor intensidad en su positividad para la TH.

Por tanto, la positividad de estas células indican que tienen la capacidad de
sintetizar catecolaminas y en especial dopamina.

Como sefialamos en el apartado de material y métodos las tinciones de
inmunohisoquimica se realizaron sobre cortes seriados consecutivos, hecho
que nos ha permitido comparar posteriormente en la pantalla del ordenador las
diferentes imagenes obtenidas. Observando las preparaciones consecutivas
del mismo ganglio para la Cr A y para la TH parece que las células positivas
para la Cr A y para la TH sean las mismas (Figura 4.24) y que, por tanto, se
podria tratar de células neurosecretoras sintetizadoras de catecolaminas

aunque la falta de estudios de co-localizacion no nos permita confirmarlo.
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Acetilcolina transferasa (ChAT).

El mejor marcador que se ha demostrado para el sistema colinérgico es la
acetilcolina transferasa (ChAT). Sin embargo posiblemente por una diferencia
en la estructura molecular entre la ChAT del sistema nervioso central y la del
sistema periférico, los anticuerpos existentes a veces fallan en el marcaje de la
ChAT periférica. Recientemente Tooyama y Kimura (2000) han sido capaces
de clonar un marcador especifico para la acetil colinatransferasa periférica
(pChAT) a partir del cDNA del ganglio pterigopalatino de la rata. Utilizando este
marcador se ha podido demostrar en ratas, la positividad para la pChAT en las
células ganglionares autonémicas presentes en los nervios laringeos
(Nakanishi y col., 1999).

Por otro lado, estudios inmunohistoquimicos en ratas (Domeij y col., 1991 a, d;
Dahlqgvist y Forsgren, 1992 a; Lidegran y col., 1995) y gatos (Yoshida y col.
1993) demostraron la presencia de acetilcolineterasa (AchE) en el interior de
las células ganglionares. Dado que la AchE es un enzima involucrado en la
sintesis de acetil-colina contribuia a apoyar la naturaleza parasimapatica de
estas estructuras. Sin embargo, esto a de ser tomado con cierta cautela. Ya
que, en estudios de doble marcaje para la pChAT y la AchE han demostrado,
que si bien la mayoria de las células mostraban una positividad para las dos
enzimas, existia un numero reducido de células que unicamente mostraba una
positividad para la AchE (Nakanishi y col., 1999). Esta observacién viene a
apoyar la idea que la AchE no es un marcador especifico para las estructuras
colinérgicas ya que al parecer una reaccion AchE positiva no esta unicamente

confinada a dichas estructuras nerviosas (Domeij y col 1991 a).
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En las células paraganglionares del cuerpo carotideo del gato (Ballard y Jones,
1972) y de la rata (Korkala y Warris, 1977) también se ha descrito la presencia
de ChAT, dentro del citoplasma de las células cromafines o células tipo |
especialmente, en el interior de las vesiculas densas (dense-cored vesicle,
DCV), por lo que parece que la acetilcolina es también sintetizado en estas
células.

En nuestro estudio utilizamos un antisuero ChAT extraido de cabra ya que el
nuevo antisuero pChAT no lo encontramos disponible en el mercado.
Encontramos en todos los ganglios estudiados asociados a la rama interna del
NLI como a los del NR un numero reducido de células que mostraban en su
citoplasma una débil positividad para la ChAT. Comparamos los cortes
seriados de cada ganglio para la Cr A, la TH y para la ChAT sin observar que
existiera una correlacién entre las células positivas para la TH y ChAT ni entre
las positivas para la cromogranina A y la ChAT. Por tanto, parece que estas
células no se corresponden con las células principales o neurosecretoras si no
que parecen ser células ganglionares autondmicas de naturaleza
parasimpatica. De manera que, tendriamos dos grupos de células diferentes,
unas que presentan inmunorreactividad positiva para la cromogranina A que
ademas parecen ser las mismas que presentan positividad para la TH y otro
grupo de neuronas que siendo negativas para estos dos anteriores
marcadores, sin embargo, son positivas para la ChAT. Estos resultados nos
llevarian a la conclusién de que en estas estructuras coexisten dos tipos de
células, unas de naturaleza neurosecretora y otras de naturaleza autonémica

presumiblemente parasimpatica.
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5.5.2. Neurorreguladores: Neuropeptidos

VIP

Este neuropeptido se ha descrito distribuido en el interior de las células
ganglionares autbnomas presentes en las laringes de los perros (Masuko y col.,
1991) ratas (Dahlqvist y col., 1989 b; Domeij y col., 1991 a; Lidegran y col.,
1995) y gatos (Tsuda y col., 1992; Yoshida y col., 1993; Tanaka y col., 1993 b).
En estos ultimos, también se ha observado la presencia de fibras VIP positivas
rodeando a las células ganglionares (Tsuda y col., 1992). En muchos trabajos
se ha descrito como el neuropeptido mas abundante tanto en el interior de las
células como en las redes nerviosas (Masuko y col 1991; Tsuda y col 1992;
Tanaka y col 1993 b; Yoshida y col 1993). Aunque, en humanos no existan
estudios sobre la distribucién de este neuropeptido en los ganglios laringeos, si
se ha observado inmunorreactividad positiva para el VIP, en el interior de las
células ganglionares autonomas en los ganglios bronquiales y traqueales (Luts
y col., 1993).

En el interior de las células tipo | de los paraganglios laringeos de las ratas no
se ha observado inmunorreactividad para este neuropéptido (Dahlqvist y col.,
1989 b, 1990, 1994). Sin embargo, estas células aparecen rodeadas por una
red de fibras nerviosas que entre otros neuropeptidos presentaban positividad
para el VIP (Dahlqvist y col 1989 b, 1990, 1992 b,1994; Lidegran y col 1995).
En nuestro trabajo encontramos que en dos de los cuatro ganglios asociados a
el NLI y en dos de los tres asociados al NR existian células dispersas positivas
para el VIP y que alguna de estas células mostraba también un marcaje

pericelular lo que implicaba que ademas algunas de ellas recibian una
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inervacion de fibras VIP positivas. Al igual que ocurria en los ganglios
auténomos procedentes de laringes caninas y de gatos (Masuko y col 1991;
Tsuda y col 1992; Tanaka y col 1993 b; Yoshida y col 1993), en nuestro
material humano, hemos encontrado que es el neuropeptido mas abundante.
En estudios de doble marcaje se observo que este neuropeptido coexiste en el
interior de algunas de las células ganglionares, especialmente con el NP-Y y
en menor proporcién con la SP y la ENK (Masuko y col., 1991; Domeij y col.,
1991 a; Tsuda y col., 1992). Nosotros no hemos realizado estos estudios de
doble marcaje pero, la observacion en la pantalla del ordenador de los cortes
seriados consecutivos, no nos ha permitido establecer tal coexistencia aunque,
tal extremo ha de ser tomado con cautela pues son unicamente los estudios de
doble marcaje los que pueden inequivocamente confirmar este hecho.

El VIP ha sido descrito en las células ganglionares localizadas en el ganglio
nodoso del vago (Dahlqvist y Forsgren, 1989 b; Dahlqvist y col., 1990),
distribuido a lo largo de las fibras colinérgicas (Domeij y col., 1991 a; Kummer y
col.,, 1992; Tanaka y col., 1995) y en el interior de ganglios parasimpaticos
como el esfenopalatino, ciliar, 6tico submandibular etc., (Tsuda y col., 1992) por
tanto es un neuropeptido vinculado clasicamente al sistema parasimpatico.
Este hecho es un factor que viene a apoyar el caracter autonémico
parasimpatico de algunas de las células presentes en estas estructuras
(Masuko y col 1991; Domeij y col., 1991 a; Tsuda y col 1992;Yoshida y col.,

1993; Dahlqvist y col 1994; Lidegran y col 1995).

152




Discusion

NP Y

Como el anterior neuropeptido también ha sido descrito aunque en menor
proporcion, en el interior de las células de los ganglios autbnomos presentes en
las laringes de los gatos (Tsuda y col., 1992; Yoshida y col., 1993; Tanaka y
col., 1993 b), perros (Masuko y col., 1991) y ratas (Dahlqvist y col., 1989 b;
Domeij y col., 1991 a; Lidegran y col 1995). En las redes nerviosas que se
encuentran rodeando a estas células ganglionares también ha sido detectada
inmunorreactividad para este neuropéptido (Dahlgvist y col., 1989 b; Tsuda y
col., 1992; Tanaka y col., 1993 b).

En el interior de las células tipo | de los paraganglios laringeos no se ha podido
determinar la presencia de positividad para el NP-Y (Dahlqvist y col., 1989 b,
1990, 1992 b, 1994). Sin embargo, a nivel de la numerosa red de fibras
nerviosas que rodean a las células paraganglionares si se ha podido detectar
una inmunorreactividad positiva para este neuropéptido (Dahlqvist y col 1989 b,
1990, 1992 b, 1994; Lidegran y col 1995).

En nuestro trabajo observamos una escasa positividad en dos de los tres
ganglios presentes en el NLI. Sin embargo, en el unico ganglio estudiado
asociado al NR el numero de células fue algo mas superior y se podia apreciar
también un claro marcaje pericelular tal como se describia en la periferia de las
células ganglionares autondmicas en algunos animales de experimentacion
(Dahlqvist y col., 1989 b; Tsuda y col., 1992; Tanaka y col., 1993 b).

Una interpretacion simplista de estos resultados nos conduciria a considerar a
estas células y fibras positivas para el NP-Y, como simpaticas, ya que este
neuropéptido es considerado clasicamente simpatico. Sin embargo, no hemos

de perder de vista los estudios de doble marcaje realizado en la laringe donde
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este neuropeptido se ha descrito coexpresado junto a el VIP y la acetilcolina
(Domeij y col., 1991 a). Como ya sefialamos al referirnos al VIP, la falta de este
tipo de estudios en nuestro trabajo, no nos permite ser concluyentes en cuanto
al posible papel que puede desempenar el NP-Y en estas estructuras, aunque
con toda probabilidad venga a apoyar la presencia de células autonémicas
parasimpaticas

SUSTANCIA P

La mayoria de los trabajos realizados en diferentes animales de
experimentacion coinciden en sefialar que tan sélo existe un escaso numero de
células ganglionares autonémicas positivas para la SP (Masuko y col., 1991;
Tsuda y col., 1992; Tanaka y col., 1993 b; Yoshida y col., 1993) o bien como
sucede en las ratas una ausencia total de células inmunorreactivas para la SP
(Dahlqvist y col., 1989 b; Domeij y col., 1991 b; Lidegran y col., 1995). En
referencia a las fibras nerviosas que rodean a las celulas ganglionares se ha
observado también una escasisima positividad para la SP (Masuko y col.,
1991; Tsuda y col., 1992; Yoshida y col., 1993).

Sin embargo, ha sido el unico neuropeptido que si se ha podido detectar en el
interior de las células paraganglionares laringeas de la rata (Dahlqvist y col
1990). Esta inmunorreactividad se veia intensificada tras la exposicion a la
hipoxia (Dahlqvist y col 1992 b) o tras la exposicion a la irradiacion (Lidegran y
col 1995). En las fibras nerviosas que se encuentran rodeando a las células
paraganglionares apenas también se ha podido detectarse alguna positividad
para la SP (Dahlqvist y col 1989 b; Lidegran y col 1995).

En nuestras muestras, tanto en el ganglio asociado al NLI como el asociado al

NR se encontraron de 1 a 2 células que mostraban una dudosa positividad en
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su citoplasma para este neuropeptido, mientras que no encontramos ninguna
fibra nerviosa inmunorreactiva para la SP que rodeara a las células
ganglionares. Quiza esto pueda ser debido a la baja concentracion en que se
encuentre este neuropéptido en el interior de estas estructuras, hecho que le
hace ser indetectable por la técnica empleada en nuestro estudio. La SP que
se ha descrito co-expresada junto al VIP en las células ganglionares presentes
en las laringes de los gatos (Tsuda y col., 1992) viene también a apoyar la
naturaleza parasimpatica de estas células.

CGRP

En el citoplasma de las células ganglionares autondmicas presentes en las
laringes de los perros (Masuko y col., 1991), ratas (Dahlqgvist y col., 1989 b;
Domeij y col., 1991 b; Lidegran y col.,, 1995) y gatos (Tsuda y col., 1992;
Yoshida y col., 1993), no se evidencia positividad alguna para el CGRP. En
algun trabajo realizado en gatos, sin embargo, si se ha podido observar en un
numero muy reducido de células una débil positividad para este neuropéptido
(Tanaka y col., 1993 b). En las redes de fibras nerviosas que rodean a estas
células ganglionares en los gatos (Tsuda y col., 1992; Yoshida y col., 1993) y
en los perros (Masuko y col., 1991) se ha demostrado una llamativa
inmunorreactividad para el CGRP. Estas fibras nerviosas supuestamente
ejercen una regulacion sinaptica sobre las células ganglionares a las que
rodean (Tsuday col 1992).

Tampoco se ha podido demostrar la presencia de CGRP en el interior de las
células paraganglionares laringeas de las ratas (Dahlqvist 1992 b). Sin
embargo, como también ocurria con las células ganglionares autonémicas en

las redes nerviosas que rodean a las células paraganglionares se ha descrito
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una inmunorreactividad positiva para el CGRP pero en una menor proporcion
que la descrita en las fibras que rodean a las células ganglionares (Dahlqvist y
col 1989 b, 1990, 1994; Lidegran y col 1995).

En nuestro caso la inmunorreactividad para el CGRP presente tanto en las
células como en las fibras nerviosas periféricas resulté negativa.

Posiblemente lo que suceda es que este neuropeptido esté presente en
concentraciones muy bajas que le hagan practicamente indetectables (Masuko

y col., 1991) al igual que habiamos sefialado con la sustancia P.
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6. CONCLUSIONES

PRIMERA. No hemos observado ganglios en el nervio laringeo externo. Sin
embargo, en la rama distribuida por el vestibulo laringeo y la dirigida hacia el
cartilago aritenoideo, de los nervios laringeos internos existen dos pares
constantes de ganglios (derecho e izquierdo), siendo el de mayor volumen el
localizado en la rama distribuida por el vestibulo laringeo. En los nervios
recurrentes también se encuentran de manera constante dos pares de ganglios
(derecho izquierdo) localizados, uno, en el punto de divisiobn en sus ramas
terminales anterior y posterior y el otro, en el trayecto de la rama terminal

anterior, de los cuales el primero es el de mayor volumen.

SEGUNDA. La localizacién de los ganglios situados en la rama anterior del NLI
distribuida por el vestibulo laringeo y en la rama anterior del NR se
corresponde con la descrita como paraganglios laringeos superior e inferior

respectivamente.

TERCERA. También existe, en relacién con los nervios laringeos, un variado
numero de pequefos ganglios inconstantes, a veces de tan solo 3 a 5 células,
distribuidos por las ramas colaterales distribuidas por la vallécula y pliegue
glosoepigldético y la dirigida hacia el musculo aritenoideo, del nervio laringeo
interno y por las ramas musculares del recurrente destinadas a los musculos

tiroaritenoideo, cricoaritenoideo lateral y cricoaritenoideo posterior.
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CUARTA. La morfologia a microscopia Optica de los ganglios, constantes e
inconstantes, se corresponde a la de ganglios del sistema nervioso autbnomo y
no a la de paraganglios. En el supuesto paraganglio laringeo superior las
células no estan encapsuladas sino dispersas a lo largo y entre las fibras

nerviosas.

QUINTA. En los supuestos paraganglios/ganglios laringeos superior e inferior
existe una pequefia agrupacion de células inmunoreactivas para la

cromogranina A.

SEXTA. En los supuestos paraganglios/ganglios laringeos superior e inferior
existen otras dos pequefas agrupaciones celulares que presentan

inmunoreactividad para la tiroxina hidroxilasa y la acetilcolina transferasa.

SEPTIMA. Algunas neuronas dispersas de los denominados
paraganglios/ganglios laringeos superiores e inferiores presentan una
inmunorreactividad positiva para el VIP, NPY y SP, mientras que no existe

ninguna neurona que muestre inmunorreactividad para el CGRP.

NOVENA. En los denominados paraganglios/ganglios laringeos superior e
inferior, la inmunoreactivad para los neurotransmisores y neuromodulares no
mostréd colocalizacidon celular, quedando muchas células de los mismos sin

ninguna inmunoreactivas para los anticuerpos empleados.
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DECIMA. Aun cuando la morfologia de los supuestos paraganglios/ganglios
laringeos superiores e inferiores no se corresponde con la descrita para los
paraganglios laringeos, el estudio inmunohistoquimico nos permite sugerir que
en ellos coexisten dos tipos de células. De un lado un numero de células
cromograninas positivas y por tanto células neurosecretoras que probablemete

secreten dopamina junto a otro grupo de células autonémicas parasimpaticas.
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