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RESUMEN 
 
 

Estudios realizados en los individuos ciegos han documentado diferencias 

en sus habilidades somatosensoriales con relación a los sujetos sin pérdida de 

visión. Las diferencias parecen estar relacionadas con modificaciones en el 

sistema nervioso central y en el sistema nervioso periférico. Estos cambios se 

asocian con modificaciones en las estrategias de exploración. Debido a que 

existe una relación funcional estrecha entre los sistemas sensoriales y motor, es 

posible que estas diferencias conductuales y fisiológicas pudieran asociarse a 

cambios en la vía motora relacionada al movimiento de las vibrisas. En este 

trabajo se evaluó la morfología de las placas neuromusculares y parámetros 

metabólicos fisiológicos de las fibras musculares del belfo de ratas control y 

enucleadas de 10, 60 y 160 días de edad. Se observó que tanto la actividad de 

la enzima citocromo oxidasa como la densidad de vasos sanguíneos de los 

músculos asociados a las vibrisas son similares en ambos grupos a los 10 días 

de edad. Sin embargo, a partir de los 60 días las ratas enucleadas presentaron 

una mayor actividad oxidativa y densidad vascular. No obstante, la proporción de 

fibras musculares rápidas y lentas no se modifica en las ratas enucleadas con 

respecto a los controles, en ninguna de las edades evaluadas. Por otro lado, el 

área de las placas neuromusculares en las ratas enucleadas fue mayor 

únicamente a los 160 días de edad. Nuestros resultados sugieren que en los 

individuos ciegos hay una reorganización del aparato motor periférico asociado a 

las vibrisas en el largo plazo que podría influir  en la manera en que interactúan 

con el ambiente. 

 



 
 
INTRODUCCIÓN 
 

Los individuos ciegos presentan reorganizaciones anatómicas 

(Rauschecker, 1995) y funcionales (Cohen et al., 1997; Theoret et al., 2004) en 

el sistema somatosensorial. Se piensa que modificaciones tanto centrales como 

periféricas podrían ser las responsables del aumento en la eficacia de las tareas 

de discriminación táctil (Van Boven et al., 2000; Goldreich and Kanics, 2003). Se 

sabe que la movilidad de las vibrisas en los roedores es importante para el 

desarrollo de las habilidades somatosensoriales y la adecuada adquisición de los 

estímulos táctiles (Nicolelis et al., 1996; Berg and Kleinfeld, 2003). Por otro lado, 

existe evidencia de que alteraciones en la vía sensorial repercuten en la vía 

motora. Por ejemplo, la activación de las vías sensoriales induce aumentos en la 

fuerza de contracción de los músculos (Conforto et al., 2002), mientras que la 

interrupción del flujo de la información sensorial da lugar a ramificaciones de la 

parte terminal de los axones de las motoneuronas. (Cuppini et al., 1999). En este 

sentido, la adquisición de la información sensorial depende de la estrecha 

interacción entre el sistema somatosensorial y motor durante la exploración del 

ambiente. Por este motivo es interesante explorar si los cambios en el sistema 

somatosensorial de ratas enucleadas se acompañan de modificaciones en el 

sistema motor. De esta forma las diferencias en la eficacia táctil de los individuos 

ciegos podrían influenciarse por un control refinado de los movimientos de las 

vibrisas (Cremieux et al., 1986; Toldi et al., 1994).  

 

Con base en lo anterior, en este trabajo se evaluó la existencia de 

cambios en componentes periféricos de la vía motora de las vibrisas en ratas 

enucleadas al nacimiento. Se midieron las características morfológicas de las 

placas neuromusculares, las propiedades oxidativas y el tipo de isoformas de 

miosina presentes en los músculos de las vibrisas.  
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ANTECEDENTES 
 

Plasticidad central y periférica en individuos con pérdida de visión 

 

Desde hace tiempo, se reconoce que las habilidades tanto táctiles como 

auditivas, de los individuos ciegos se encuentran modificadas, siendo mejores 

para algunas tareas de discriminación (Goldreich and Kanics, 2003). Se cree 

que dichas modificaciones son el resultado de un mecanismo compensatorio a 

través del cual  los individuos ciegos desarrollan alternativas fisiológicas y 

conductuales que les permiten adaptarse a su medio (Rauschecker, 1995). En 

particular, la pérdida de la visión durante etapas tempranas del desarrollo da 

lugar a cambios plásticos conocidos como sensoriomodales. Estos cambios 

están mejor documentados en la corteza cerebral. Entre los cambios corticales 

se observa un aumento en el área de las regiones que se encargan tanto del 

procesamiento de estímulos táctiles (somatosensorial primaria, S1) como del 

procesamiento de estímulos auditivos (auditiva primaria, A1) (Brochiti et al., 

1992; Toldi et al., 1994). En S1, estos cambios anatómicos se asocian a 

modificaciones de la dimensión de los campos receptivos y de la sensibilidad 

angular de las neuronas corticales, es decir cambia la respuesta de las neuronas 

talámicas dependiendo de la dirección a la cual se mueve la vibrisa (Toldi et al., 

1994). Además, se ha reportado la presencia de neuronas capaces de 

responder a estímulos táctiles y auditivos en el área que correspondería al 

procesamiento de estímulos visuales (corteza visual primaria, V1(Kujala et al., 

1995; Sadato et al., 1998) (figura 1, A y B). 

 

Por otro lado, en el sistema somatosensorial periférico existen evidencias 

de modificaciones en órganos táctiles primarios tras la pérdida de la visión. Se 

ha observado, por ejemplo, hipertrofia del pelo de las vibrisas tanto en gatos 

como en roedores privados de la visión desde el nacimiento (Rauschecker et al., 

1992). Un estudio reciente, realizado en este laboratorio, mostró que aunque las 

ratas enucleadas no presentaron diferencias en la longitud de las vibrisas, se 
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encontraron diferencias en la densidad de células de Merkel (i.e. 

mecanorreceptor de adaptación lenta) presentes en los folículos de las vibrisas 

en los animales enucleados desde el nacimiento (Martinez, 2004); figura 1, C y 

D). En ese mismo estudio, los animales enucleados presentaron además 

cambios en el grosor de la piel (figura 1, E y F) y en la disponibilidad de factores 

neurotróficos. 

Periférico 

F B D
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Figura 1. Cambios en el sistema nervioso central y periférico en los animales enucleados. Panel 
A-B: Esquemas que ilustran la distribución de las áreas auditivas (en verde), somatosensorial (en azul) 
y visual (en rojo) primarias en la corteza cerebral de ratas control (A) y enucleadas (B). Nótese la 
reactivación del área visual primaria por aferentes somatosensoriales y auditivas y la expansión de la 
corteza auditiva y somatosensorial primaria en los animales enucleados. Panel C-E: Esquemas y 
microfotografías que ilustran el aumento  en el número de células de Merkel presentes en las vibrisas 
(C y D) y el aumento en el grosor de la epidermis (E y F) de animales enucleados (D y F) respecto a 
animales control (C y E). 
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Plasticidad en el sistema motor central y periférico 

 
 En el sistema nervioso, las vías sensoriales no son las únicas capaces de 

realizar procesos de plasticidad tanto en estructuras centrales como periféricas. 

Por ejemplo, se ha mostrado que el tamaño relativo de las representaciones de 

las distintas regiones corporales en la corteza motora se expande en respuesta 

a la actividad motora voluntaria (Wu et al., 2005), a la estimulación magnética 

transcranial (Ziemann et al., 2002) o a la estimulación artificial del músculo 

(Nudo et al., 1990). Además, se sabe que la estimulación de nervios sensoriales 

aumenta la excitabilidad de las neuronas corticales y expande las 

representaciones de la corteza motora (Hamdy et al., 1998; Ridding et al., 2000; 

Wu et al., 2005). Se han documentado modificaciones del sistema motor 

periférico como cambios en la ramificación de las terminales axónicas e incluso 

aumento en la fuerza de contracción de los músculos después de la estimulación 

sensorial (Cuppini et al., 1998; Cuppini et al., 1999; Conforto et al., 2002). En 

conjunto, se sugiere que estos cambios están involucrados en la adquisición de 

nuevas habilidades motoras o a cambios en la actividad de los músculos 

(Monfils et al., 2005; Tyc et al., 2005). 

 

La plasticidad motora no se restringe a los relevos centrales, sino que se 

refleja en modificaciones anatómicas y funcionales de las motoneuronas. Así por 

ejemplo cuando la frecuencia de disparo de una motoneurona que inerva un 

músculo de contracción rápida disminuye a la frecuencia de una motoneurona 

de un músculo de contracción lenta, las características morfológicas de esa 

motoneurona se modifican (Sieck and Prakash, 1997). Algunas de estas 

modificaciones se observan en el diámetro del axón y en la placa 

neuromuscular. El área de placa neuromuscular del músculo lento es de menor 

tamaño y presenta invaginaciones más largas y numerosas que la de músculos 

rápidos. Asimismo, el número de las vesículas de las terminales de los músculos 

lentos es mayor que en las terminales de motoneuronas de contracción rápida 

(Padykula and Gauthier, 1970; Reid et al., 1999). 
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Por otro lado, los nervios motores se remodelan constantemente a lo 

largo del desarrollo. Los músculos en edades postnatales tempranas están 

inervados por dos o más motoneuronas. Esta polinervación se pierde alrededor 

de las dos primeras semanas postnatales para dar paso a la estabilización de la 

sinapsis entre el nervio y la motoneurona (Balice-Gordon and Lichtman, 1993; 

Colman and Lichtman, 1993). Sin embargo, puede volver a presentarse poli-

inervación durante fenómenos de denervación. Bajo estas circunstancias, los 

nervios motores crecen e inervan fibras musculares vecinas perdiendo su 

especificidad. El proceso se revierte una vez re-establecida la comunicación 

neuromuscular (Bewick and Tonge, 1991; Zhou et al., 2002).  

 

 

Plasticidad Muscular 
 

El músculo esquelético, característico de todos los músculos voluntarios, 

constan de células largas multinucleadas que presentan un estriado 

característico debido al arreglo de las proteínas filamentosas, que en conjunto se 

denominan sarcómeras. Las sarcómeras constituyen la base mecánica de la 

contracción muscular (Squire, February 2001). 

En términos generales, existen tres tipos de fibras musculares estriadas 

basados en sus características morfológicas y fisiológicas. Las fibras tipo I 

también llamadas lentas se caracterizan por utilizar preferentemente 

metabolismo aeróbico (i.e. la fosforilación oxidativa y la cadena respiratoria) 

como fuente de producción de ATP necesaria para la contracción. Este tipo de 

metabolismo les permite mantener las contracciones por períodos más largos y 

las hace resistentes a la fatiga. Se relacionan con velocidades de contracción 

bajas, por lo que se encuentran en músculos de postura o que realizan 

movimientos lentos en los que es necesario mantener una posición determinada. 

Por el contrario, las fibras tipo II o rápidas se caracterizan por utilizar un 

metabolismo preferentemente anaeróbico (i.e. que la generación de ATP es 
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producto de la glucólisis). Este metabolismo permite obtener ATP de manera 

más rápida que a través del metabolismo oxidativo. Sin embargo no brinda la 

cantidad suficiente de ATP para mantener la contracción por largos periodos; por 

lo que estas fibras musculares tienen contracciones rápidas intermitentes y se 

fatigan rápidamente. Están presentes en músculos que realizan contracciones 

rápidas y potentes. El tercer tipo de fibra son las denominadas fibras intermedias 

de tipo IIA. Estas fibras presentan propiedades metabólicas y fisiológicas 

intermedias con relación a las descritas para las fibras rápidas y lentas. Son 

fibras con un metabolismo oxidativo-glicolítico que tienden a ser resistentes a la 

fatiga (Rome, September 1999) 

  

La mayoría de las proteínas involucradas en la contracción, como son las 

cadenas pesadas de miosina (MHC) y diferentes proteínas del sarcolema, están 

presentes como isoformas dependiendo del tipo de fibra muscular. De este 

modo, podemos decir que a las fibras de contracción rápida le corresponden las 

isoformas de miosina denominadas IIb y IId/x, a las fibras intermedias les 

corresponden MHCs de tipo IIA, mientras que a las fibras lentas les 

corresponden las de tipo I. De igual manera, las enzimas asociadas a los 

procesos metabólicos oxidativos y glicolíticos se expresan de manera diferencial 

en los distintos fenotipos de fibras (Pette, 2002). 

 

Otras características como la vascularización, el tamaño de la fibra 

muscular y morfología de la placa neuromuscular se encuentran muy 

coordinadas con el tipo de fibra. Por ejemplo, la densidad vascular es mayor 

alrededor de fibras musculares lentas-oxidativas que alrededor de las fibras 

rápidas-glicolíticas (Brown et al., 1976; Gray and Renkin, 1978).El diámetro de 

las fibras y el área de la placa neuromuscular incrementa a medida que aumenta 

la velocidad de contracción (Sieck and Prakash, 1997). 

 

Las fibras musculares representan entidades versátiles que poseen un 

gran potencial adaptativo. Este potencial permite a las fibras ajustar la 
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composición de las proteínas sarcoméricas, el contenido mitocondrial y la 

proporción de las enzimas del metabolismo energético (Pette et al., 1973; Pette 

and Staron, 2000), lo que se traduce en cambios en las características de su 

contracción. El cambio de fibras rápidas a lentas se da de manera secuencial, es 

decir que una fibra rápida IIB necesariamente tiene que pasar por los isotipos 

IId/x y el IIa antes de llegar al isotipo de fibras lentas I (Ausoni et al., 1990; 

Hamalainen and Pette, 1996; Hilber et al., 1997; Pette and Staron, 2000; Pette, 

2002).  

 

La plasticidad fenotípica de las fibras musculares es instruida 

principalmente por el sistema nervioso (Pette, 2002; Fluck and Hoppeler, 2003). 

De esta manera, un músculo que posee un predominio de fibras de contracción 

lentas, se transforma tanto metabólica como funcionalmente en un músculo de 

contracción rápida si se estimula artificialmente con una frecuencia alta, 

característica de las fibras rápidas (Salmons and Sreter, 1976). Así mismo si se 

transfiere el axón proveniente de una fibra rápida a una fibra muscular lenta, la 

fibra lenta adopta un fenotipo de fibra rápida (Ziccone and Gibbs, 1983). Estos 

cambios en la actividad contráctil se reflejan en modificaciones tanto en la 

actividad de las enzimas mitocondriales y de las isoformas de las miosinas que 

expresan.  

 
 
Aparato motor asociado a vibrisas 

 

Las vibrisas o bigotes son órganos táctiles que se originan en folículos 

pilosos especializados que contienen una gran cantidad de mecanorreceptores. 

Éstos están inervados por la rama infraorbitaria del nervio trigémino (Rice et al., 

1986). Especialmente en los roedores, se utilizan como instrumento principal 

para la obtención de información táctil del medio. Para que se lleve a cabo la 

obtención adecuada de los estímulos táctiles como textura y tamaño de los 

objetos, es necesario que las vibrisas se desplacen sobre el objeto (Darian-
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Smith, 1984; Carvell and Simons, 1990). El movimiento de los músculos que se 

asocian a las vibrisas está controlado por la innervación proveniente del nervio 

facial. Las ramas de este nervio controlan el movimiento de dos grupos 

musculares denominados intrínsecos y extrínsecos. Los músculos intrínsecos 

rodean la parte rostral del folículo e insertan sus extremos directamente en el 

folículo caudal inmediato (figura 2). La contracción de los músculos intrínsecos 

da como resultado el movimiento en dirección caudal del folículo que se traduce 

en el movimiento del pelo de la vibrisa hacia delante (protracción) (Dorfl, 1982; 

Wineski, 1985; Carvell et al., 1991; Berg and Kleinfeld, 2003). Los músculos 

extrínsecos, por su parte, forman puentes superficiales en el belfo sin entrar en 

contacto directo con los folículos. Estos se anclan en el cráneo fuera de los 

límites del belfo. La contracción de los músculos extrínsecos parecen jugar un 

papel importante en la retracción de la vibrisa (Wineski, 1985; Berg and 

Kleinfeld, 2003). 

A B

 

Aunque en general las vibrisas de las ratas se mueven en patrones 

rítmicos de una frecuencia de 9 Hz, se ha visto que se pueden generar diversos 

Figura 2. Músculos Asociados a las vibrisas. En el panel A se ilustra la organización de los 
músculos intrínsecos de las vibrisas (i). Éstos se encuentran rodeando al folículo (f) en su parte rostral 
y sus extremos terminan en la parte lateral del folículo caudal siguiente. En el panel B se ilustra la 
organización de los músculos extrínsecos (me). Éstos pasan superficialmente entre las filas de las 
vibrisas, e insertan unos de sus extremos en el cráneo fuera del belfo. Los puntos negros representan 
los folículos de las vibrisas. (Modificado de Berg et al. 2003). 

Rostral Caudal Rostral Caudal 

f 
f 
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patrones de movimiento alterando tanto la amplitud como la frecuencia a la que 

mueven las vibrisas. Estos patrones de movimientos se presentan en 

comportamientos particulares Así, por ejemplo se ha visto que las ratas generan 

movimientos de baja frecuencia (5-15 Hz) y de gran amplitud durante la 

exploración de laberintos. Las vibrisas también pueden cambiar a movimientos 

de frecuencias altas (15-25 Hz) y de amplitudes más pequeñas durante la 

exploración de objetos novedosos. La activación de los músculos de las vibrisas 

a estas dos frecuencias también es diferente. Para las frecuencias bajas se 

activan los músculos intrínsecos y extrínsecos, mientras que para las 

frecuencias altas se activan únicamente los músculos intrínsecos (Berg and 

Kleinfeld, 2003). 
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JUSTIFICACIÓN 
 

Se sabe que las habilidades de discriminación de los individuos ciegos se 

encuentran modificadas Al respecto se cree que dichas modificaciones resultan 

exclusivamente de cambios en el sistema somatosensorial. Sin embargo, se 

conoce que el sistema somatosensorial está estrechamente relacionado con el 

sistema motor. Por lo que es posible que, a la par de las modificaciones 

sensoriales, existan alteraciones en el sistema motor de los individuos ciegos. 

Conocer si existen dichas modificaciones en el sistema motor es importante para 

generar una concepción integrativa de las reorganizaciones adaptativas que 

ocurren tras la pérdida de la visión. Teniendo en cuenta la forma en que los 

individuos ciegos adquieren y analizan la información del medio se podrá ayudar 

a mejorar tanto los resultados obtenidos con terapias restitutivas, como de 

estrategias que permitan a los individuos ciegos interaccionar mejor con su 

entorno. 

 

HIPÓTESIS 
 

La enucleación al nacimiento conduce a cambios morfológicos y fisiológicos en 

las fibras musculares que se asocian a las vibrisas en la rata. 

 

OBJETIVOS 
 

Evaluar parámetros morfológicos y fisiológicos de las fibras musculares y 

de las placas neuromusculares del belfo de ratas enucleadas al nacimiento, a los 

10, 60 y 160 posteriores. 
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Objetivos Particulares 
 

• Evaluar la actividad oxidativa de las fibras musculares asociadas a las 

vibrisas, mediante la semicuantificación de la actividad de la enzima 

citocromo oxidasa.  

 

• Evaluar la densidad de vasos sanguíneos de los músculos asociados a 

las vibrisas, utilizando una tinción histoquímica para la enzima fostatasa 

alcalina.  

 

• Determinar el área de la placa neuromuscular: 

o Determinar el área de la terminal presináptica a partir del análisis 

realizado en tinciones histoquímicas para para la enzima acetil 

colinesterasa 

o Determinar el área de la región postsináptica mediante el marcaje 

de los receptores nicotínicos con α-bungarotoxina  

 

• Determinar el tipo de las fibras musculares asociadas a las vibrisas de 

ratas control y enucleadas utilizando inmunohistoquímicas para las 

isoformas lentas y rápidas de las cadenas pesadas de miosina. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
Animales 

 
Todos los experimentos fueron realizados en ratas Wistar machos de 10, 

60 y 160 días de edad. Después del nacimiento, cada camada se ajustó a 8 

crías, de las cuales la mitad de las crías correspondió al grupo control y la otra 

mitad al grupo experimental. Las ratas se mantuvieron en cuartos con 

temperatura e iluminación controlada y con libre acceso al agua y alimento. 

 

Enucleación 

 
La enucleación se realizó siguiendo los lineamientos descritos en el 

protocolo utilizado por Bronchti et. al. (1992). Brevemente, las ratas entre las 6 y 

8 horas de nacimiento fueron anestesiadas por hipotermia. Se efectuó una 

incisión sobre la fisura palpebral para remover totalmente el tejido ocular. Las 

ratas se colocaron en una cobija térmica y se regresaron con la madre una vez 

que el sangrado producto de la cirugía se detuviera y hubieran recuperado su 

temperatura, color y movimiento. Las ratas control fueron tratadas de la misma 

manera sólo que se omitió el procedimiento quirúrgico.  

 

Evaluación de la actividad oxidativa del músculo 

 
La citocromo oxidasa es una enzima que se localiza en la membrana 

interna de la mitocondria. Es la enzima terminal en la cadena respiratoria, por lo 

que está involucrada en el metabolismo oxidativo de la célula.(Gosker et al., 

2002) De esta forma, se utilizó la actividad de esta enzima como marcador de la 

capacidad oxidativa de las fibras musculares. 

Ratas controles y experimentales, de las distintas edades, se sacrificaron 

aplicando una sobredosis vía intraperitoneal de pentobarbital sódico (45mg/Kg 
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de peso). Después, los belfos fueron removidos y aplanados entre dos 

portaobjetos separados entre sí por 2mm. Las muestras fueron congeladas 

utilizando 2-metilbutano y almacenadas a -70oC hasta ser procesadas. Se 

obtuvieron cortes tangenciales de 20µm en un criostato que fueron montados en 

laminillas previamente gelatinizadas. Los cortes se incubaron a 37oC durante 30 

minutos en una solución para revelar la actividad de la enzima citocromo 

oxidasa, preparada de acuerdo al protocolo descrito por Riddle (1993), la cual 

contiene: citocromo C, catalasa y 2,3-diaminobencidiana (DAB). Los cortes 

fueron montados con cytoseal 60 y las imágenes capturadas con una cámara 

digital (Coolpix, Nikon) acoplada a un microscopio de campo claro (Nikon 

optiphoto-2). Los parámetros de iluminación y contraste se mantuvieron fijos 

durante toda la captura de imágenes. Para cada imagen se obtuvo el valor 

promedio de densidad óptica (en unidades arbitrarias de transmitancia) 

utilizando el programa Image J (NIH, USA). Se obtuvieron también los valores 

densitométricos del tejido conectivo adyacente para utilizarlos como controles 

internos. Los datos se presentan como diferencias porcentuales de los valores 

promedio de transmitancia de las fibras musculares con relación a los valores 

promedio del tejido conectivo. Estos valores se compararon por edad entre 

grupos control y enucleado. La significancia estadística fue evaluada utilizando 

la prueba t de Student fijando el valor de significancia en p ≤0.05 

 

Evaluación de la densidad de vasos sanguíneos 

 
La fosfatasa alcalina es una enzima abundante en las células 

endoteliales. Se localiza en la parte luminal del endotelio con su sitio activo hacia 

la luz del capilar. En estudios histoquímicoss, se utiliza como marcador caplilar. 

(Zoellner and Hunter, 1989; Schultz-Hector et al., 1993) 

Con el objeto de evaluar  la densidad capilar, se realizó la histoquímica 

para la enzima fosfatasa alcalina. Las muestras se obtuvieron tal y como se 

describió en la sección anterior. Una vez montados en las laminillas, los cortes 

se fijaron con una solución de paraformaldehído al 4% en amortiguador de 
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fosfatos (PB) 0.1M, pH 7.4. La histoquímica para fosfatasa alcalina se realizó 

empleando un reactivo comercial que utiliza como cromógeno azul nitrato de 

tetrazolio (Blue alkaline phosphatase substrate, Verctor), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Los cortes se incubaron con la solución del 

cromógeno por un período de 30 min. a temperatura ambiente. Los cortes fueron 

montados con cytoseal 60 libre de xileno. Se realizó la captura digital de las 

imágenes siguiendo los criterios y parámetros descritos en la sección previa. 

Para cada imagen se obtuvo el porcentaje de área ocupada por vasos 

sanguíneos sobre el área ocupada por fibras musculares. Estos valores se 

compararon por edad entre grupos control y enucleado. La significancia 

estadística fue evaluada utilizando la prueba t de Student con un valor de 

significancia de p ≤ 0.05. 

 
Evaluación del área de placa neuromuscular 

 

Para evaluar posibles cambios en el tamaño de las placas 

neuromusculares en las ratas enucleadas, se utilizaron dos metodologías. La 

primera mediante un método histoquímico para revelar la actividad de la enzima 

acetil-colienesterasa. Esta enzima es la encargada principal de terminar la 

transmisión sináptica al catalizar la hidrólisis de acetilcolina, por lo que se 

encuentra localizada principalmente en la unión del músculo con la terminal 

neviosa Brevemente, se obtuvieron cortes tangenciales (20µm) del belfo de ratas 

control y enucleadas como se describió para las histoquímicas anteriores. Los 

cortes fueron incubados por 6 horas a temperatura ambiente en una solución 

con acetil-tiocolina iodada como sustrato (50mM acetato de sodio, 4mM sulfato 

cúprico, 15mM glicina, 4mM de Acetil-tiocolina iodada y 85µM mg de 

etopropazina). Una vez finalizada la incubación, los cortes se lavaron en agua 

destilada y se revelaron con una solución al 10% de sulfuro de sodio (Na2S • 

9H2O) pH 7.5. La reacción se detuvo lavando los cortes varias veces con agua 

destilada. Los cortes fueron montados con cytoseal 60 y se realizó la captura 

digital de las de las zonas marcadas en las que las fibras musculares estuvieran 
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lo más transversal posible. El área se cuantificó automáticamente ajustando el 

umbral para seleccionar sólo las áreas del precipitado con el programa Image J. 

La evaluación de las diferencias estadísticas entre grupos se realizó utilizando 

una prueba t de Student fijando el valor de significancia de p ≤ 0.05. 

 

El segundo procedimiento utilizado para estimar el área de las placas 

neuromusculares fue la utilización de α-bungarotoxina. Esta toxina se une 

irreversiblemente a los receptores nicotínicos para acetilcolina por lo que es un 

marcador específico de la región postsináptica de las placas neuromusculares. 

Para ello las ratas de diferentes edades fueron perfundidas en unas solución de 

paraformaldehído 4% en PB 0.1M. Finalizada la perfusión, se disecó el área 

correspondiente al belfo y fueron postfijados 8 horas a 4oC. Posteriormente, las 

muestras, se pasaron por soluciones de sacarosa al 20% y 30%. Las muestras 

fueron congeladas en 2-metil butano y almacenadas a -70oC hasta su uso. Se 

obtuvieron cortes de 12µm en un criostato y fueron colocadas en portaobjetos 

previamente gelatinizados. Los cortes se incubaron durante 45 minutos en una 

solución de peróxido de hidrógeno diluido al 1% en  PB 0.1M. Se realizaron tres 

lavados de 10 minutos cada uno en  PB 0.1M adicionada con 0.3% tritón x-100 

(0.3% PBT). Entonces, los cortes fueron transferidos a suero normal de caballo, 

diluido al 3% en PBT, durante hora y media a temperatura ambiente. Finalmente, 

los cortes se incubaron a 37oC durante una hora con α-bungarotoxina 

rodaminada (Molecular Probes). Se retiró el exceso de toxina lavando los cortes 

en PB 0.1M. Las laminillas fueron montadas en un agente antidecaimiento 

(DAKO). Los cortes fueron observados en un microscopio confocal a un 

aumento de 40X con una magnificación de 4; las rebanadas ópticas fueron de 

1µm. Se seleccionaron las placas neuromusculares que tuvieran una orientación 

lo más perpendicular posible sobre las fibras longitudinales de los músculos 

asociados a las vibrisas. Se realizó la reconstrucción tridimensional de las 

mismas. La cuantificación del área de la placa neuromuscular se realizó 

utilizando el programa Image J, mediante el trazo manual del contorno de la 

marca de α-bungarotoxina. Estos valores se promediaron por condición 
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experimental y grupo de edad. La evaluación de la diferencia estadística se 

realizó utilizando una prueba t de Student fijando el valor de significancia de p ≤ 

0.05. 

 

 

Inmunohistoquímica para detectar las isoformas de cadena pesada de 

miosinas 

 
Con el fin de evaluar posibles cambios en la proporción de los diferentes 

tipos de fibras musculares asociadas a las vibrisas en los animales enucleados. 

Se realizó una doble inmunohistoquímica para detectar las isoformas de 

miosinas lentas y rápidas. 

 

Los animales de 10, 60 y 160 días postnatales fueron perfundidos con 

una solución de paraformaldehído al 4%  en PB 0.1 M. Finalizada la perfusión se 

disecaron los belfos y postfijaron en la misma solución fijadora 8 horas a 4oC. 

Posteriormente fueron inmersos en soluciones de sacarosa al 20% y 30% para 

su criopreservación. Las muestras fueron congeladas en 2-metil butano y 

almacenadas a -70º C hasta su utilización. De dichas muestras, se obtuvieron 

cortes de 12µm en un criostato a -19ºC. Los cortes fueron colocados en 

portaobjetos previamente gelatinizados. Posteriormente, se incubaron en una 

solución de peróxido de hidrógeno al 1% durante 45min. Terminada la 

incubación, se hicieron 3 lavados en PBT 0.3% y se bloquearon con suero de 

caballo 3% durante 90 minutos. Los cortes se incubaron con el anticuerpo 

primario monoclonal  contra miosina rápida (1:400; Biomeda), diluido en PBT 

0.1%, durante toda la noche a temperatura ambiente. Después de 3 lavados se 

incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado contra ratón (1:800; 

Chemicon) durante dos horas. Al final de la incubación, se realizó otra serie de 

lavados, después de los cuales, se dejaron incubando los cortes durante 90 

minutos a temperatura ambiente con el complejo avidina-biotina acoplado a 

peroxidasa (kit ABC, Vector laboratories).  La actividad de peroxidasa  se reveló 
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utilizando el sustrato diaminobencidina (Vector Laboratorios).  La reacción fue 

detenida y los cortes fueron lavados tres veces en PBT 0.3%. Para evitar que los 

sitios de unión inespecífica a biotina interfirieran con el marcaje del siguiente 

antígeno, los cortes fueron incubados 15 minutos en la solución de Avidina (kit 

de bloqueo Avidina/Biotina, Vector Laboratorios) y posteriormente incubados con 

el anticuerpo primario contra miosina lenta (1:400; Chemicon) diluido en PBT 

0.1% a la cual se le agregó la solución de biotina del kit de bloqueo (Vector). El 

anticuerpo primario se dejó incubando toda la noche. La inmunohistoquímica se 

realizó como en el primer caso, incubándose con el anticuerpo secundario 

biotinilado correspondiente (anti raton 1:800; Chemicon). La única diferencia fue 

que en la segunda reacción para revelar, la peroxidasa se intensificó con níquel, 

siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor (Vector). Se realizó la 

captura digital de las imágenes de campos aleatorios del belfo de las ratas. Para 

cada imagen se midió el área ocupada por fibras de contracción lenta y el área 

ocupada por fibras de contracción rápida seleccionando manualmente cada una 

de las fibras. Los resultados se expresan como porcentaje de área de fibras 

lentas con respecto a las fibras rápidas. La evaluación de la diferencia 

estadística entre grupos experimentales se realizó utilizando una prueba t de 

Student fijando el valor de significancia de p ≤ 0.05.  

 

 17



RESULTADOS 
 
La actividad de la enzima citocromo oxidasa  en los músculos asociados a 

las vibrisas es mayor en las ratas enucleadas a partir de los 60 días de edad. 
 

El análisis densitométrico de la marca histoquímica de la actividad de las 

enzimas oxidativas nos permite obtener una medida relativa de la intensidad del 

metabolismo energético del músculo (Frasch et al., 1978). De acuerdo a esto se 

evaluó densitométricamente la actividad de la enzima citocromo oxidasa en las 

fibras musculares asociadas a las vibrisas de ratas control y enucleadas a distintas 

edades. Como se observa en la figura 3, la actividad de esta enzima aumentó con 

la edad tanto en las ratas control como en las ratas enucleadas. A los 10 días de 

edad la tinción es clara y homogénea. Sin embargo, a los 60 y 160 días se 

distinguen dos poblaciones de fibras; unas más intensamente teñidas que otras. 

Al comparar los valores densitométricos por edad y por condición, se 

observó que la actividad de citocromo oxidasa aumenta con la edad, las ratas 

enucleadas presentan una mayor tinción que los animales control tanto a los 60 

días como a los 160 días de edad. La diferencia entre los grupos experimentales 

incrementó significativamente conforme aumenta la edad siendo de 7% a los 60 

días y de 21% a los 160 días de nacimiento. No se observaron diferencias en la 

proporción de fibras con distinta intensidad de tinción entre las ratas control y 

enucleadas de 160 días de edad (datos no mostrados).   

 

 

La densidad capilar en las fibras musculares asociadas a las vibrisas es 

mayor en las ratas enucleadas 

 
La densidad vascular es considerada como un índice del metabolismo energético 

en el músculo (Brown et al., 1976; Myrhage and Hudlicka, 1978). Con base en 

esta idea, se obtuvieron los porcentajes del área ocupada por vasos sanguíneos 

sobre el área de fibras musculares en ambos grupos de animales en las diferentes  
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Figura 3. Panel A: Microfotografías representativas de las histoquímicas para la enzima 
citocromo oxidasa de los músculos asociados a vibrisas de animales control y enucleados de 10, 
60 y 160 días. Nótese el incremento de la actividad de la enzima a lo largo de la edad en ambos 
grupos de animales. Este incremento es más pronunciado en los animales enucleados. Escala = 
60µm. Panel B: La gráfica muestra los promedios y errores estándar del porcentaje de diferencia 
de densidad óptica de las fibras musculares relativo a los valores del tejido conectivo 
circundante. (* p < 0.05; ** p < 0.001) 
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edades (Figura 4). La densidad de vasos sanguíneos en los músculos asociados a 

las vibrisas aumentó entre los 10 y los 60 días de edad tanto en ratas control como 

en las enucleadas. Entre los 60 y los 160 días de edad, sin embargo, la densidad 

capilar disminuye significativamente en ambos grupos (alrededor del 17 y del 11% 

en las ratas control y enucleados respectivamente) Al comparar los animales 

control y enucleados a los 10 días de edad no se documentaron diferencias en la 

densidad capilar. En contraste, tanto a los 60 como a los 160 días aumentó la 

densidad capilar asociadas con la condición experimental. De esta forma, las ratas 

enucleadas mostraron un incremento de 26% al los 60 días y de 36% a los 160 

días con respecto a las ratas control. 
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Figura 4. Panel A: Microfotografías representativas de cortes de belfo teñidos para la enzima 
fosfatasa alcalina de animales control y enucleado de 10, 60 y 160 días. Nótese el aumento en la 
marca cuando se compara los animales enucleados con los animales controles de las edades 
respectivas. Escala = 80 µm para 60 y 160 días y Escala = 60µm. Panel B: La gráfica muestra 
los promedios y errores estándar del porcentaje de área ocupada por vasos sanguíneos relativo  
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El tamaño de la placa neuromuscular (PNM) incrementa en las ratas 

enucleadas a los 160 días de edad 

 
Los cambios en los patrones de actividad metabólica de las fibras 

musculares se asocian frecuentemente a modificaciones morfológicas de la placa 

neuromuscular (Pulliam and April, 1979; Wokke et al., 1990; Sieck and Prakash, 

1997; Lomo, 2003). Debido a esto, se evaluó el área de la placa motora en los 

músculos asociados a las vibrisas de ratas control y enucleadas utilizando la 

reacción histoquímica para la acetilcolinestersa como marcador presináptico, y la 

unión de a-bungarotoxina a receptores nicotínicos colinérgicos como marcador 

postsináptico (Figura 5). El área del elemento presináptico de la PNM incrementó 

desde los 10 y hasta los 160 días en ambos grupos de animales. En las ratas 

enucleadas se observó un incremento aún mayor a la edad de 160 días, siendo un 

38% más alto que el valor correspondiente a las ratas control. Con respecto al 

elemento postsináptico de la PNM, éste incrementa su área entre los 10 y 60 días 

de edad en ambos grupos de animales. Después de los 60 días, en las ratas 

control se observó una detención del crecimiento. En contraste, en las ratas 

enucleadas el elemento postsináptico continúa creciendo, si bien de manera más 

lenta, a lo largo del mismo periodo. La diferencia en el área ocupada por 

receptores colinérgicos a los 160 días en las ratas enucleadas  es 28% mayor al 

grupo  control. 
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Figura 5. Panel A: Microfotografias representativas de cortes del belfo teñidos para la enzima acetil 
colinesterasa (escala =80 µm) y marcadas con α–bungarotoxina rodaminada (escala =10µm) de los 
animales control y enucleados a los 10, 60 y 160 días. Panel B: Gráfica que muestra los valores del 
área de placa neuromuscular obtenidos a partir de cortes teñidos para la enzima AChE. (* p < 0.05; 
n= 6 para 10 y 60 días y n= 4 para 160 días). Panel C: Gráfica que muestra los valores del área de 
placa neuromuscular obtenidas a partir de cortes marcados con α–bungarotoxina (* p < 0.05; n= 4). 
En ambas gráficas los resultados se presentan como promedios y errores estándar del área de placa 
neuromuscular en µm2. Nótese el incremento del área de PNM a los 160 días de edad de los 
animales enucleados en ambas técnicas.  
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La proporción de las fibras musculares rápidas y lentas se modifican con la 

edad pero no con la condición experimental  

 

Frecuentemente, cambios en los patrones del metabolismo de las fibras 

musculares se acompañan de modificaciones en su fenotipo contráctil. Así, por 

ejemplo, las sarcómeras de fibras que muestran un metabolismo glicolítico 

acentuado contienen miosinas consideradas rápidas. Si el patrón de activación del 

mismo músculo se modifica llevándolo a desarrollar un metabolismo más 

oxidativo, el tipo de miosina que contienen sus sarcómeras cambia hacia 

isoformas consideradas como lentas (Pette, 1985; Leary et al., 2003; Quiroz-Rothe 

and Rivero, 2004). Con base en esto, se estimó el porcentaje de área ocupada por 

fibras de contracción lenta con relación al área ocupada por fibras de contracción 

rápida en el músculo de las vibrisas de animales control y enucleados a diferentes 

edades. En general, se observó un predominio de las fibras de contracción rápida 

en la totalidad del belfo en ambos grupos de animales sin importar la edad. En las 

ratas de 10 días y 60 días de edad las fibras de contracción lenta se observaron 

principalmente en zonas adyacentes al folículo, rasgo poco frecuente en las ratas 

de 160 días (figura 6 paneles A-F). Los porcentajes del área de fibras de 

contracción lenta correspondieron a un 8% a los 10 días, 6% a los 60 días y 1% a 

los 160 días. De esta forma, el porcentaje de fibras de contracción lenta decae 

significativamente con la edad en ambos grupos de animales (figura 6 panel G).  
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Figura 6. Microfotografías representativas de animales de 10 (A), 60(B) y 160(C) días de edad 
en las que se muestra la distribución de las fibras con miosinas de contracción rápida (cafés) y 
miosinas de contracción lentas (negras) de los músculos asociados a los folículos (f) de las 
vibrisas. Escala = 500µm. En los paneles D, E y F se muestran las amplificaciones de los 
campos señalados en  A, B y C respectivamente. Escala = 40µm. El panel  G  muestra la gráfica 
con los promedios y errores estándar de las proporciones de fibras lentas con relación a las 
fibras rápidas. (* p<0.05; comparación de los animales control a las diferentes edades). 
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DISCUSIÓN 
 

Los individuos ciegos presentan reorganizaciones anatómicas y funcionales 

en el sistema somatosensorial. Se sugiere que estas modificaciones, son las 

responsables de las diferencias en los patrones de exploración. Sin embargo, se 

sabe que muchos procesos de somatosensación involucran el movimiento de los 

sensores sobre el objeto para obtener una mejor adquisición de la información 

(Carvell and Simons, 1990; Berg and Kleinfeld, 2003; Gao et al., 2003). Dado que 

la percepción táctil depende de la estrecha relación entre los sistemas 

somatosensorial y motor (Nicolelis et al., 1996; Huntley, 1997), es posible que en 

los individuos ciegos ocurran modificaciones en el sistema motor. Por esta razón, 

en el presente trabajo se evaluaron las modificaciones metabólicas y fenotípicas 

que pudieran indicar plasticidad en el sistema motor que se asocia a las vibrisas 

en rata enucleadas.  

 

Es conocido que las características del metabolismo energético de las fibras 

musculares se modifican de acuerdo a las demandas funcionales. Así por ejemplo, 

al estimular eléctricamente a las motoneuronas con frecuencias bajas, las fibras 

adquieren un metabolismo energético predominantemente oxidativo (Pette et al., 

1973). Tomando esto en cuenta, se evaluaron parámetros que indican la 

capacidad oxidativa de los músculos de las vibrisas. Para ello, se semicuantificó la 

actividad de la enzima citocromo oxidasa y la densidad de vascularización del 

músculo. Se encontró que la actividad de la enzima citocromo oxidasa aumentó a 

los 60 y a los160 días en las ratas enucleadas con respecto a los animales control. 

En paralelo se observó un discreto aumento en la vascularización alrededor de los 

músculos a las mismas edades. Estos datos apuntan a que los músculos de las 

vibrisas de los animales enucleados adquieren un metabolismo más oxidativo, 

posiblemente para obtener un movimiento más refinado de las vibrisas. 
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Al respecto se sabe que cuando los músculos cambian de un metabolismo 

preferentemente glicolítico a uno más oxidativo, los isotipos de miosinas rápidas 

presentes en esas fibras son sustituidos ahora por la expresión de isotipos de 

contracción lenta (Pette, 1985; Leary et al., 2003; Quiroz-Rothe and Rivero, 2004). 

Sin embargo, el espectro de actividad de las enzimas mitocondriales se superpone 

en los distintos tipos de fibras. Por lo que los datos del metabolismo por sí solos 

no nos aseguran que esté ocurriendo la transición de fenotipos rápidos a lentos. Si 

esta transición tuviera lugar en las ratas enucleadas se esperaría un aumento en 

la proporción de las fibras que presenta el isotipo lento. No obstante en las dobles 

inmunohistoquímicas no se observó un aumento en la proporción de fibras de 

contracción lenta. A pesar de lo anterior, no se puede descartar que en los 

músculos de las vibrisas de las ratas enucleadas ocurra una transición hacia un 

fenotipo más lento, ya que las transiciones de fibra rápida a lenta pasan por la 

expresión de fenotipos intermedios (IIx/d, IIa) e incluso pueden detenerse en 

alguno de ellos o recuperar el fenotipo rápido (Pette, 2002). En este trabajo el 

anticuerpo utilizado para las miosinas rápidas no nos permite distinguir la 

presencia de miosinas intermedias (IIx/d, IIa). Sin embargo, el aumento de los 

parámetros metabólicos en las ratas enucleadas sugiere la transición a un fenotipo 

intermedio. En este sentido, se ha observado que en varios músculos de 

diferentes mamíferos las fibras intermedias muestran tanto la actividad de enzimas 

mitocondriales como la densidad vascular consistentemente más altas con 

respecto a las fibras rápidas (Pette, 1985; Hather et al., 1991).  

 

Por otro lado, se postula que las modificaciones fenotípicas de las fibras 

musculares son inducidas en gran parte por las fibras nerviosas (Gundersen, 

1998). En nuestros resultados esperaríamos por tanto que los cambios en las 

placas neuromusculares antecedieran u ocurrieran en paralelo con los cambios 

metabólicos de las fibras musculares. Sin embargo esto no fue así. Los cambios 

metabólicos en las fibras musculares anteceden a aquellos morfológicos de las 

placas neuromusculares. Dada esta discrepancia temporal, creemos que el 

aumento en el área de placa neuromuscular puede estar dado por un mecanismo 
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retrógrado inducido por factores de crecimiento provenientes del músculo. En 

particular se conoce que las neurotrofina 3 y neurotrofina 4 modifican las 

propiedades de la placa neuromuscular. Estas neurotrofinas están implicadas en 

el establecimiento, maduración y estabilización de la placa neuromuscular (Wang 

et al., 1995; Belluardo et al., 2001; Sakuma et al., 2001). De esta forma se ha 

observado que si se induce eléctricamente la conversión de un músculo rápido a 

uno lento, la gran mayoría de las motoneuronas conservan sus propiedades 

funcionales dentro de los parámetros de las fibras rápidas (Munson et al., 1997). 

Estos datos sugieren que es posible que existan cambios en las propiedades 

contráctiles del músculo sin que se induzca simultáneamente grandes 

modificaciones de las propiedades estructurales y funcionales de la motoneurona. 

Lo que podría explicar las modificaciones tardías en el área de la placa 

neuromuscular. A pesar de que en este estudio no se cuantificaron los factores 

neurotróficos en los músculos de las vibrisas, existen datos que sugieren que los 

niveles de neurotrofinas se encuentran modificados en los belfos de las ratas 

enucleadas (Martinez, 2004).  

 

Creemos que a nivel funcional, la tendencia de los músculos a utilizar más 

el metabolismo aeróbico podría traducirse en un movimiento más controlado y 

sostenido de la vibrisa. Los individuos con pérdida de visión disminuyen la 

velocidad con la que exploran ambientes novedosos (Cremieux et al., 1986; Save 

et al., 1998). Esto en parte se debe a que realizan movimientos más cautelosos 

durante el recorrido. Además estos mismos animales exploran por más tiempo y 

realizan con sus vibrisas un mayor número de contactos con el objeto (Save et al., 

1998). Se postula que esta conducta es producto de un mecanismo compensatorio 

para obtener la información necesaria del medio tras la pérdida de la visión. Por 

otro lado, se sabe que durante la exploración de objetos, las vibrisas se agrupan 

hacia delante generando vaivenes de amplitud corta (Berg and Kleinfeld, 2003). 

Por lo tanto, los cambios que observamos en la musculatura de las vibrisas 

podrían ser la base fisiológica que permite la exacerbación de la conducta 

exploratoria de los animales ciegos. De esta manera, los músculos de contracción 
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más lenta permitirían mantener las vibrisas en un estado protraído por más 

tiempo, tomando en cuenta que las fibras de contracción intermedia y lenta 

presentan una mayor resistencia a la fatiga. Un cambio extremo a fibras de 

contracción lenta no sería lo más adecuado para los movimientos de protracción y 

retracción ya que incluso en especies que no mueven las vibrisas en forma 

constante (como los cuyos) presentan proporciones de fibras de contracción lenta 

similares a aquellos presentes en la rata (Jin et al., 2004). Cabe mencionar que las 

vibrisas no presentan fibras propioceptivas para controlar la posición de los 

músculos y probablemente la única forma de controlar los movimientos finos sea 

por la acción directa de la motoneurona a la fibra muscular. 

 

En conclusión, podemos decir que existen modificaciones en la actividad de 

la enzima citocromo oxidasa y en la densidad de vasos sanguíneos que en 

conjunto parecen indicar un aumento en la utilización del metabolismo aeróbico 

por los músculos asociados a las vibrisas en los animales enucleados. Estos 

cambios no se asociaron a la expresión de isoformas de miosinas lentas. De 

hecho, la proporción de fibras de contracción lenta no permanece constante y va 

disminuyendo conforme aumenta la edad. El aumento en el área de la placa 

neuromuscular que se observa en los animales enucleados parece corresponder a 

cambios que se esperarían encontrar en transiciones de músculos lentos a 

rápidos, pero no descartamos que estas modificaciones sean inducidas por 

alteraciones en los niveles de factores tróficos locales. Para determinar si los 

cambios morfológicos y metabólicos de los músculos de las vibrisas de las ratas 

enucleadas reflejan cambios funcionales  en las propiedades contráctiles de los 

músculos, sería conveniente realizar un análisis ultraestructural de las placas 

neuromusculares y de los isotipos intermedios de miosinas e incluso estudios 

electrofisiológicos de los músculos durante la realización de diferentes conductas 

exploratorias. Este trabajo representa un primer paso para conocer los cambios en 

el sistema motor de los individuos ciegos y ayuda a la comprensión de la fisiología 

compensatoria de dichos individuos. 
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