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RESUMEN

1. INTRODUCCION

Las lesiones de los nervios periféricos son un desafio constante por las
potenciales secuelas funcionales a las que pueden dar lugar. Son lesiones
complejas, que suelen suponer un reto en la practica clinica, por lo que
cualquier esfuerzo terapéutico para poder entender y mejorar los resultados de
la reparacién nerviosa representa un paso positivo dentro del abordaje general
de esta afeccion. En este sentido, la investigacion animal en la regeneracion
de los nervios periféricos, tanto a nivel histolégico como de resonancia
magnética de imagen (RMI) constituye un fiel modelo para avanzar en el

conocimiento de la lesion.

2. MATERIAL Y METODOS

Se realiza una revision bibliografica de la literatura existente sobre la
regeneracion nerviosa en modelos animales, en donde se haga una
comparacion de dicha regeneraciéon a nivel histolégico con la regeneracion

observada mediante resonancia magnética de imagen (RMI).

3. RESULTADOS

Los estudios revisados demuestran que existe una correlacion entre la
regeneracion nerviosa observada a nivel histolégico y la detectada por

resonancia magnética de imagen (RMI).

Concretamente entre los parametros estudiados se detecta una correlacion
negativa entre la carga de restos de mielina a nivel histologico y el aumento

sostenido de los valores de T2 y de la potenciacion de Gadofluorine en la RMI.

Por otro lado, los datos histolégicos indican que los valores del parametro
conocido como anisotropia fraccional (AF) en las imagenes de tensor de
difusion (DTI) de la RMI muestran una correlacion positiva con el numero total

de axones regenerados.



4. CONCLUSIONES

La regeneracion nerviosa periférica, es un hecho ampliamente demostrado a
nivel histolégico, sin embargo, lo interesante es saber si existe una correlacion
con los resultados de resonancia magnética de imagen (RMI), para poder
potenciar el uso de esta técnica no invasiva en el estudio de la regeneracion
nerviosa. Tras el estudio realizado, se llega a la conclusion de que la RMI
proporciona informacion microanatomica util y de manera no invasiva, sobre el
dafio y la regeneracidon nerviosa, analoga a la determinada histolégicamente,

por lo que la RMI puede ser el futuro en la practica clinica.

5. PALABRAS CLAVES

Regeneracion nerviosa, Nervios periféricos, histologia, morfometria,

resonancia magnética de imagen (RMI), imagen del tensor de difusion (DTI)
INTRODUCCION

1. HISTOLOGIA DEL NERVIO PERIFERICO

a) Morfologia de los nervios periféricos

El tejido nervioso periférico esta compuesto por las neuronas que conducen las
sefiales nerviosas y las células de sostén, conocidas como células de
Schwann, que mantienen las neuronas en su lugar y limitan la diseminacién de
las sefales. Los axones y las células de Schwann estan rodeados por una
cubierta de tejido conectivo denominada endoneuro, y por una pequefia
cantidad de vasos sanguineos llamados vasa nervorum que penetran en las
vainas epineurales y perineurales hasta dividirse en un plexo capilar indefinido
dentro del endoneuro. A su vez, los axones se agrupan en fasciculos. El tejido
conjuntivo que delimita cada fasciculo se denomina perineuro. El nervio
periférico es el resultado de la agrupacion de varios fasciculos bajo una

cubierta de tejido conjuntivo denominada epineuro (Figura 1)*2.



b) Fibras mielinicas vs Fibras amielinicas

La conduccion nerviosa en las fibras mielinicas se realiza a saltos, a diferencia
de las amielinicas en donde es continua, ya que la mielina esté interrumpida
periddicamente por estrechamientos Illamados nodos de Ranvier. Esta
conduccion saltatoria es mucho mas rapida y requiere mucha menos energia

gue la propagacion continua.

En este sentido, la velocidad de la conduccion aumenta a medida que aumenta
el calibre del axon, el espesor de la vaina de mielina producida por las células
de Schwann y la distancia internodal. Continuando con el tema de la
mielinizacion, la clasificacion de Erlanger y Gasser, distingue fibras nerviosas
tipo A, B y C segun su contenido en mielina y la velocidad de la conduccion.
Las fibras tipo A, fuertemente mielinizadas, tienen una velocidad de conduccién
de hasta 20 m/s, las de tipo B, pobremente mielinizadas, transmiten los
impulsos a una velocidad de hasta 15 m/s. Finalmente las de tipo C son

amielinicas y de conduccién lenta (hasta 2 m/s) 3.

2. TIPOS DE LESIONES NERVIOSAS

En 1943, Seddon definio tres niveles de lesion segun su gravedad:

1. Neuroapraxia: una contusiéon edematiza el nervio y produce a lo sumo

desmielinizacion focal, enlenteciendo transitoriamente la conduccién de
impulsos, pero no hay seccién axonal ni del tejido conjuntivo.

2. Axonotmesis: lesibn que secciona los axones mas fragiles, pero se

mantienen integras las envolturas de tejido conjuntivo.
3. Neurotmesis: interrupcién tanto de los axones como de las envolturas de

tejido conjuntivo *.

En 1951, Sunderland introdujo una clasificacion mas detallada. En ella, los dos
primeros grados son iguales que en la clasificacion de Seddon, pero el tercero

fue subdividido en tres grupos, tal y como se muestra en la tabla 1.



Tabla 1. Comparativa de las clasificaciones de las lesiones nerviosas

Clasificacion | Clasificacion Patologia Prondstico
Seddon Sunderland
Neuroapraxia Grado | Lesion mielinica o isquémica | Recuperacion en semanas
0 pOcos meses
Pérdida axonal con tubos Bueno, en funcion de las
: neuronales integros estructuras de soporte y la
Axonotmesis Grado Il _ _
distancia al musculo
Pérdida axonal con Bueno, en funcién de la
endoneuro lesionado, pero distancia al musculo,
Grado I _ _ - _
con perineuro y epineuro aungue inferior a la anterior
intactos
Grado IV Pérdida axonal con Pobre con reinervaciéon
, endoneuro y perineuro aberrante, por lo que puede
Neurotmesis _ _ _
lesionados, pero con necesitarse cirugia
epineuro intacto
Grado V Pérdida axonal con todos los Sin probabilidad de

tubos neurales lesionados

recuperacion espontanea,

siendo necesario la cirugia

En 1988, Mackinnon y Dellon afiadieron un nuevo grupo a la clasificacién, el

sexto grado, llamado lesion mixta o neuroma en continuidad, que combina

diferentes tipos de lesiones en los distintos fasciculos a lo largo del nervio.

3. FISIOPATOLOGIA DE LAS LESIONES NERVIOSAS

Una lesion del nervio periférico, origina reacciones degenerativas a tres niveles:

e Cambios en el cuerpo neuronal: si la lesion es cercana al cuerpo

neuronal, algunas neuronas pueden morir por pérdida de axoplasma. En

las que sobreviven, se produce edema del cuerpo, desplazamiento del

nucleo celular hacia la periferia y cromatolisis.




e Cambios proximales a la lesién: se produce una reaccion fibrosa
(neuroma) que trata de tapar ese cabo proximal para que no haya
pérdidas de axoplasma neuronal y evitar la muerte de neuronas

e Cambios distales a la lesion: se produce la degeneracién walleriana,
que es la fragmentacion de los axones que han quedado sin contacto
con el cuerpo neuronal y de la mielina que es fagocitada por las células
de Schwann y los macrofagos, vaciando asi el contenido del tubo neural
distal, en un tiempo de unos veintiin dias. Todo este proceso termina
con la formacion de los cordones de Biingner, constituidos por células
de Schwann ordenadas en columnas, los cuales quedan preparados

para recibir el nuevo axén °.

Ademéas de la degeneracion walleriana, Waller defini6 la regeneracion
walleriana, siendo desde el extremo proximal del nervio donde nacen nuevas
ramas en longitud y diametro, en direccion al extremo distal para crear nuevas
conexiones sinapticas, restableciéndose asi la continuidad de la fibra y su
funcionalidad. A los dias, los axones del foco de la lesién intentan regenerase,
lanzando unos brotes o filopodios que avanzan en busca de un tubo
endoneural distal, a una velocidad de 1mm/d. Todo este proceso esta
influenciado por la composicion molecular del ambiente, lo que se conoce como
guimiotaxis, cuya existencia fue demostrada por Cajal. Existen también factores
neurotroficos y promotores del crecimiento axonal, secretados por macrofagos
y células de Schwann, que favorecen la regeneracién. En este sentido, Dellon
definié dos conceptos importantes, el neurotrofismo o capacidad de influir sobre
la maduracion de la fibra nerviosa, y el neurotropismo o capacidad de influir
sobre la direccion de su crecimiento. Cuando el axdn contacta con el érgano
diana se debe reconstruir la sinapsis y recuperarse el 6rgano de sus cambios
atréficos sufridos durante el periodo de denervacion. Como las fibras
musculares se atrofian y se dafan irreversiblemente hacia los 18 meses,
habremos de tener en cuenta la longitud de la lesion y el tiempo transcurrido,

para prever las posibilidades de recuperacion®.



4. TRATAMIENTOS DE LAS LESIONES NERVIOSAS

Se opta por tratamiento conservador, mediante observacion y ejercicios de
rehabilitacion en todas las neurapraxias y en la mayoria de las axonotmesis.
Sin embargo, un pequefio porcentaje de axonotmesis no conseguira
recuperarse por si sélo, debido a que si el traumatismo inicial produjo mucha
inflamacion, se forma en ocasiones tejido cicatricial que bloquea el acceso de
los axones en proliferacion al tejido conjuntivo distal, en esto caso, el
tratamiento consiste en extirpar quirdrgicamente este tejido cicatricial, mediante
neurolisis. En los casos de lesiones de tipo neurotmesis, la ausencia de
reinervacion espontdnea hace que la intervencion quirdrgica sea
imprescindible. La técnica de eleccion para realizar la reparacién nerviosa
dependera de la distancia entre ambos cabos nerviosos, pudiendo ir desde la
neurorrafia directa sin tensién, a la interposicion de un injerto nervioso o la
colocaciéon de un tutor tipo injerto venoso o tubo de silicona. Afortunadamente
en la mayoria de los casos es posible realizar la neurorrafia directa mediante
sutura epiperineural, lo que ofrece los mejores resultados funcionales y el
menor tiempo de recuperacion. El objetivo de la sutura epiperineural es la
restauracion del patron de inervacién original, ya que suturando cabo a cabo
los fasciculos, se reduce la posibilidad de escape o distorsion de los axones
nacientes. Esto implica llevar a cabo una correcta alineacion axial de los

fasciculos por aposicién directa 2.

5. FUNDAMENTOS DE LA RESONANCIA MAGNETICA DE IMAGEN (RMI)

La Resonancia Magnética de Imagen (RMI) es una rama de la Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), capaz de obtener imagenes sobre la anatomia y
fisiopatologia de distintos érganos y estructuras. Los escaneres de RMI
constan de tres elementos fundamentales. Un iman que genera un campo
magnético permanente, unas bobinas que se encuentran dentro del iman,
donde se distinguen bobinas transmisoras que son las responsables de la
transmision de los pulsos de radiofrecuencia (RF) que excitan a los protones, y
unas bobinas receptoras que recogen la sefial emitida por los protones
excitados, y finalmente un ordenador que procesa las sefales de RF que

reciben las bobinas receptoras y genera una imagen (Figura 2)°.



Para ello, la RMI utiliza los ndcleos atomicos de hidrégeno. Los nucleos
atomicos de Hidrégeno presentan un movimiento de rotacién sobre si mismo,
denominado espin; y poseen una Unica carga, un proton positivo. Ambas
cosas explican, que se comporten como un pequefio iman denominado
momento magnético que permite generar sefial de RMI. Las bobinas
transmisoras envian un pulso electromagnético denominado pulso de
radiofrecuencia (RF). Al aplicarse este campo magnético, los momentos
magneéticos se reorientan pudiendo tomar sélo dos orientaciones especificas:
en forma paralela o antiparalela a la direccion del campo aplicado. Los niveles
de energia de los protones van a determinar si son paralelos o perpendiculares
al campo. Los que tengan un bajo nivel de energia van a estar paralelos,
mientras que los que tengan un alto nivel de energia estaran por tanto en una
posicion perpendicular al campo magnético. Cuando se inactiva el pulso de RF,
los protones que han sido desplazados, es decir aquellos que han variado su
orientacién tras el pulso enviado por las bobinas transmisoras, se relajan y
realinean; y la energia que se ha liberado a partir de ese momento en forma de

sefiales de radiofrecuencia es detectada por las bobinas receptoras °.

Esta serie de procesos fisicos en los que los protones de Hidrégeno se excitan
y luego al cesar la excitacion, vuelven a su estado original, poseen unos
tiempos de relajacion que se denominan Tl y T2, que se pueden explicar
gracias a dos parametros importantes, los parametros TR y TE, los cuales
modifican la forma en la que se potencia la imagen. TR es el tiempo de
repeticion entre dos pulsos de RF e influye en la intensidad de potenciacion en
T1. TE es el tiempo que transcurre entre un pulso de RF y su eco resultante,
influyendo en la intensidad de la potenciacién en T2. Esto es la base de las
técnicas de potenciacibn en T1y T2:

e Potenciacién en T1: Las secuencias de pulso que presentan un periodo
corto entre los pulsos de RF (TR corto) generan una imagen potenciada
enT1.

e Potenciacién en T2: Si las secuencias de pulso muestran un TE largo,
significa que entre el pulso de RF y el eco hay un gran espacio de

tiempo, y se genera por tanto una imagen potenciada en T2 °.



En algunos casos, la diferencia en los indices de relajacion entre los tejidos
normales y los enfermos es demasiado pequefia para ser detectada. Para
solucionar esto, se usan agentes paramagnéticos de contraste, como el
gadolinio, que tiene una fuerte afinidad por los tejidos nerviosos degenerados, y
por lo tanto se ha aplicado con éxito para controlar la regeneracion nerviosa.

Esto es la base de la técnica de RMI conocida como Gadofluorine M-enhanced.

Por otro lado, el gran desarrollo de los métodos de RMI para incrementar el
estudio de la enfermedad del sistema nervioso ha aumentado el numero de
modalidades disponibles para la evaluacion de la patologia del nervio
periférico, una de ellas son las imagenes de tensor de difusion (DTI). La DTl es
una técnica de RMI emergente que permite evaluar la integridad axonal,
utilizando el movimiento térmico aleatorio de las moléculas de agua dentro de
los tejidos a lo largo de diferentes ejes. Estas mediciones se ajustan en un
elipsoide de difusion en 3D, denominado modelo de tensor, que permite la
generacion de varios parametros de contraste. Entre estos parametros, el mas

importante es la anisotropia fraccional (AF).

Para terminar, cabe destacar que la RMI tiene importantes ventajas sobre otros
procedimientos de imagen ya que no usa radiaciones ionizantes, tiene gran
resolucién espacial, temporal y tisular, capacidad tridimensional y puede hacer
estudios funcionales. Entre sus desventajas esta que no puede utilizarse en
pacientes con marcapasos cardiacos, y que algunas personas no toleran la
RMI debido a claustrofobia, aunque existen maquinas de RMI abiertas que
obvian este inconveniente; otras desventajas son el alto coste econémico y la
limitada disponibilidad, aunque poco a poco este inconveniente se esta dejando

de lado al abaratarse la tecnologia para ser mas accesible.

OBJETIVOS

Este trabajo tiene como objetivo demostrar que existe una correlacion entre la
regeneracion nerviosa del nervio periférico observada a nivel histologico y la
establecida por RMI, para poder potenciar el uso de la RMI como medida no

invasiva a nivel de la practica clinica, en el estudio de las lesiones nerviosas.



MATERIAL Y METODOS

Se trata de una revision narrativa de la bibliografia sobre la regeneracion
nerviosa en modelos animales, a nivel histolégico y de resonancia magnética

de imagen (RMI), para determinar una posible correlacion entre ambas.

Para tener una idea general sobre el proceso de regeneracion nerviosa, se
comienza revisando libros de Histologia prestados por el departamento de
biologia celular, histologia y farmacologia de la Facultad de Medicina de
Valladolid, incluyendo una tesis con mencién de Doctor internacional, realizada
con la colaboraciéon de dicho departamento. A continuacién, se realizaron las

siguientes busquedas bibliograficas:

e Publicaciones cientificas en la base de datos Pubmed, empleando los
siguientes términos: nervous regeneration, histology, magnetic
resonance imaging, Peripheral nerves

e Se realiza una busqueda bibliografica general sobre guias y estudios,
tomando como criterio la regeneracion nerviosa a nivel de histologia y
resonancia magnética de imagen (RMI), usando el buscador de Medline

y de Google Académico.

Con el objetivo de seleccionar aquellos estudios que fueran relevantes para
nuestra revision, se descartaron aquellos cuyo titulo o resumen no fuera acorde
con el tema de interés. Después de llevar a cabo este primer filtro, se marcaron
unos criterios de inclusion a nivel de histologia y de resonancia magnética de
imagen (RMI), para restringir nuestra blsqueda.

El enfoque de interés a nivel histologico, se centré en los estudios obtenidos
con las técnicas de Microscopia de luz y Microscopia electronica, que
revisaran la utilidad de los siguientes parametros para determinar el proceso de

regeneracion nerviosa periférica de un segmento nervioso:

e Cuantificacion de la tinciéon de mielina
¢ Numero de macréfagos activados

¢ NuUmero de axones en regeneracion
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Por otro lado, los criterios de inclusion que se marcaron para seleccionar los
estudios a nivel de resonancia magnética de imagen (RMI), fue que
investigaran la Intensidad de la sefial nerviosa (S1) y el tiempo de relajacion,

con las siguientes técnicas:

e Imagenes ponderadas en T1y ponderadas en T2
e Gadofluorine M-enhanced MR

e Laimagen del tensor de difusion (DTI)

Una vez seleccionados, los estudios validos, se revis6 su contenido en
profundidad, incluyendo directa o indirectamente sus resultados, para asi poder

llegar a las conclusiones apropiadas.

RESULTADOS

HISTOLOGICOS

Nervio ileso o normal

1. Microscopia de luz y microscopia electrénica

Los diferentes estudios revisados sobre la apariencia normal de un nervio
periférico en microscopia de luz y microscopia electrénica muestran la
distribucién normal de axones mielinizados pequefios y grandes, asi como la

arquitectura normal de mielina, tal y como se observa en la Figura 3%,

Lesién por aplastamiento

El aplastamiento es una lesién reversible, compatible generalmente con un

neuroapraxia u axonotmesis.

1. Microscopia de luz y microscopia electronica

Los diferentes estudios revisados sobre la apariencia de un nervio periférico
lesionado por aplastamiento en microscopia de luz y microscopia electrénica

muestran las imagenes tipicas que se pueden ver en la Figura 4'**. Por otro

11



lado, la imagen tipica del proceso de regeneracion de la lesidn nerviosa por

aplastamiento se puede observar en la Figura 5'°**.

Lesion por seccidn seguida de reparaciéon quirurgica

La seccion de un nervio es sindbnimo de neurotmesis, por lo que requiere una
reparacion quirdrgica para que la regeneracion nerviosa sea posible. Tras
revisar los estudios publicados diferenciamos dos grupos de regeneracion
segun esté mejorada con diversas técnicas, como por ejemplo, la inyeccion de
lipopolisacarido agonista del receptor 4 tipo toll (LPS), frente a una

regeneracion nerviosa no mejorada, llegando a las siguientes conclusiones.

1. Microscopia de luz

e La cuantificacion de la tincién de mielina con azul rapido de Luxol (LFB),
tras medir el area proporcional del tejido ocupado por el etiquetado
dentro de toda el area de la seccion transversal usando un microscopio
equipado con un sistema de andlisis de imagenes digitales, asocia la
regeneracién nerviosa con una eliminacion rapida de los restos de
mielina y con una mayor cuantificacion de la mielina tefiida durante el
proceso de recuperacion (Gréfico 1)*.

e La tincidon de inmunofluorescencia y posterior observacion mediante un
microscopio de escaneo laser confocal, determina los siguientes

marcadores de la regeneracion nerviosa:

— Elevado reclutamiento de macréfagos durante la degeneracion
nerviosa. Para ello, las secciones nerviosas deben ser incubadas
con anticuerpos primarios contra el grupo de diferenciacion 68
(CD68) para detectar los macréfagos activados (Gréfico 2)*2.

— Mayor numero de axones en regeneracion, lo que se detecta por
una mayor expresion de SPPR1A que es una proteina rica en
prolina 1A que detecta axones en regeneracion (Grafico 3)*.
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2. Microscopia electronica

Los diferentes estudios revisados sobre la apariencia de un nervio periférico
lesionado por seccién completa en microscopia electrénica muestran la imagen

tipica que se puede observar en la Figura 6 ****.

RESONANCIA MAGNETICA DE IMAGEN (RMI)

Nervio ileso o normal

1. Imagenes de tensor de difusién (DTI)

Las imagenes de tensor de difusion (DTI), son una técnica basada en
resonancia magnética, que proporciona contraste de imagen para los tractos
nerviosos y se puede aplicar en serie en el mismo sujeto con el potencial de
controlar el contenido de fibra nerviosa. Tras revisar los estudios existentes,
sobre DTI y tractografia de nervios periféricos no lesionados, se determiné que
los nervios periféricos normales pueden delinearse a partir de los tejidos

circundantes, tal y como se muestra en la Figura 7',

Lesién por aplastamiento

1. Imagenes de tensor de difusién (DTI)

Tras revisar los estudios, en los que se examina el uso de DTI de alta
resolucién ex vivo para la formacion de imagenes de la regeneracion nerviosa
de los nervios periféricos lesionados por aplastamiento, se llegé a la conclusion
de que los valores de FA son mas bajos en los segmentos nerviosos
aplastados que en los no lesionados, pero esta sefial se restablece hacia la
normalidad en los segmentos nerviosos en regeneracion, como se muestra en

813'14.

la Figura
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Ademas, los estudios que correlacionan los datos histoloégicos con las
imagenes de tensor de difusion (TDI), determinan que existe una correlacion
positiva significativa entre el valor de la anisotropia fraccional (AF) y el nUmero

total de axones mielinizados, como se muestra en el Grafico 434,
Lesidn por seccidn seguida de reparaciéon quirurgica

1. Imagenes de tensor de difusién (DTI)

Tras la revision de los estudios en los que se examina el uso de DTI de alta
resolucién para formar imagenes tras una seccion completa del nervio
periférico, se observdé que en los nervios transeccionados la orientacion del
tracto fibroso no estd bien alineada y desaparecen distalmente a la lesion
(Figura 9). Ademas, se evidencia que los valores de anisotropia fraccional (AF)
son significativamente mas bajos en los segmentos nerviosos completamente

denervados en comparacién con el nervio periférico normal (Grafico 5)***,

2. Gadofluorina M-potenciada T1WI:
Tras revisar los diferentes estudios de resonancia magnética de imagen (RMI)

qgue usaron técnicas de Gadofluorina M-RM, para determinar los parametros
que se correlacionan con la regeneracién nerviosa, se encontré que el acumulo
de gadofluorina M se asocia con el proceso de degeneracion, mientras que su

disminucién marca la regeneracion (Figura 10)*?.

3. Im&genes ponderadas en T2:
Se revisaron diferentes estudios sobre técnicas de RMI ponderadas en T2,

para determinar los parametros que se correlacionan con la regeneracion
nerviosa, obteniéndose los siguientes resultados:

e El aumento de la intensidad de la sefal nerviosa (SI) se asocia con el
proceso de degeneracidn nerviosa, mientras que su descenso se asocia
con la regeneracion

e Los marcadores de una adecuada regeneracion son la deteccion de
tiempos de relajacion en T2 prolongados durante la fase degenerativa,

asi como un retorno rapido a nivel basal (Figura 11)***°.
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La clave por lo tanto, es un rapido retorno al nivel basal, de los diferentes
parametros estudiados. Este retorno es mas rapido en los grupos tratados con
LPS ya que tienen una regeneracion mejorada. Ademds, en general los
valores de T2 muestran un retorno mas rapido al nivel basal que la mejora con

gadofluorina, como se muestra en Gréfico 6.

DISCUSION

La necesidad de medidas diagnosticas objetivas y no invasivas de la
regeneracion axonal en los nervios periféricos es cada vez mayor. En este
sentido, los modelos experimentales de animal, han permitido estudiar la
regeneracion nerviosa, tanto a nivel histolégico como a nivel de imagen
mediante resonancia magnética de imagen (RMI), buscando una posible
correlacién entre ambos resultados, mediante el estudio de diferentes

pardmetros, valorando la correlacion que existe entre ellos.

La histologia revela que cuanto menor carga de restos de mielina haya en el
nervio distal durante la fase degenerativa, el aumento sostenido de los valores
de T2 en la RMI es mayor. Probablemente la causa que explica esta
correlacién entre parametros histolégicos y de resonancia magnética de
imagen (RMI), es el aumento del contenido de agua extracelular que se asocia
con un espacio extracelular relativamente mas grande dejado por el

aclaramiento de restos de mielina precedente.

Por otro lado, los estudios muestran que la Gadofluorine M, puede entrar en los
nervios a través de una barrera sangre-nervio alterada e interactuar con
proteinas locales de la matriz extracelular, quedando localmente atrapados en
las fibras nerviosas degenerativas. La causa probable de que también exista
una correlacion negativa entre la carga de restos de mielina y el aumento
sostenido de la potenciacion de Gadofluorine, es un aumento del volumen
extracelular en los tejidos nerviosos degenerados, permitiendo que la

gadofluorina se una a la matriz extracelular.
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Otra manera mas interesante de verlo, es que un aumento sostenido en los
valores de T2 o la potenciacion pronunciada de gadofluorina en el nervio
degenerativo indica un mejor efecto de eliminacion de restos de mielina, y por
lo tanto una mejor recuperacion nerviosa, sin necesidad de realizar ninguna

técnica invasiva diagnostica®®.

A nivel de las Imgenes de tensor de difusion (DTI), los datos histologicos
indican que los valores del parametro conocido como anisotropia fraccional
(AF) muestran una correlacion positiva con el numero total de axones

regenerados.

CONCLUSIONES

Los estudios histologicos pueden proporcionar resultados definitivos de la
regeneracion en modelos animales. Concretamente, los pardmetros
histol6gicos marcadores de regeneracién nerviosa adecuada, son un mayor
reclutamiento de macréfagos y una eliminacion mas rapida de los restos de
mielina en la etapa degenerativa, con una posterior regeneracion axonal mas

prominente y proliferacion de células de Schwann en la etapa regenerativa.

Por otro lado, los patrones que predicen la regeneracién nerviosa mediante
RMI, son el un aumento sostenido de la potenciacién de gadofluorina y los
tiempos de relajacion de T2 en la fase degenerativa, seguido de un regreso a
los valores de T2 basales o una disminucion en la potenciacion de
gadofluorina; siendo el tiempo de relajacion T2 mas sensible que la imagen con
gadofluorina M-RM para detectar dicha regeneracion nerviosa. Ademas, estos
patrones son mAas intensos si la reparacion nerviosa es mejorada, con la
inyeccion de cualquier sustancia que promueva la regeneraciéon. De manera,
gue en los casos de reparacion nerviosa mejorada se obtiene un aumento de
gadofluorina méas pronunciado y valores T2 mas prolongados durante la fase
degenerativa, asi como una depuracién mas rapida de los residuos de mielina
observada a nivel histologico, y posteriormente una regeneracién axonal mas

pronunciada, que en las regeneraciones nerviosas no mejoradas.
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A nivel de la técnica de Imagen de Tensor de difusion (DTI), se muestra que el
aumento de la anisotropia fraccional se asocia con la regeneracion nerviosa
observada por histologia. De manera, que la reduccion en AF se puede
observar a nivel distal de los nervios periféricos degenerados, por lesién por
aplastamiento o seccion. En casos de transeccion completa del nervio, sin
reparacion, estos procesos son irreversibles y conducen a una degeneracion
completa y permanente. En casos menos severos, como una lesion por
aplastamiento, la degeneracion inicial es seguida por la regeneracion, que se
caracterizada por un aumento de la anisotropia fraccional a medida que los

axones se regeneran.

Tras estudiar los diferentes métodos de Resonancia Magnética de Imagen
(RMI) comentados para determinar si sus cambios se correlacionan con los
cambios en la microestructura del nervio periférico a nivel histologico, los
tiempos de relajacion T2 han demostrado que tienen el mayor potencial para

esta aplicacion.

Aunque la evaluacion histolégica sigue siendo el mejor método para
caracterizar las lesiones; requiere un tiempo considerable y se debe realizar
después de la muerte. Por ello, los parametros histolégicos no son adecuados
para estudios de cribado en la préactica clinica, al ser una técnica invasiva.
Dado que numerosos estudios han demostrado la correlacion existente entre
los ya comentados parametros histolégicos, con los patrones tipicos de
regeneracion nerviosa en la resonancia magnética de imagen (RMI), el interés
por esta técnica ha crecido exponencialmente, lograndose un gran progreso de
la misma, y son muchos los estudios que abren nuevas perspectivas en la
evaluacion de trastornos del sistema nervioso periférico, con el uso RMI para

evaluaciones in vivo en la practica clinica

PALABRAS CLAVE

Regeneracion nerviosa, Nervios periféricos, histologia, morfometria,

resonancia magnética de imagen (RMI), imagen del tensor de difusion (DTI)
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ANEXOS

Miclina

(céluda de Schwann) Epineuro

Figura 1: Estructura del nervio periférico. (Prada Cafizares Alfonso,
Monteagudo de la Rosa Manuel. Sistema nervioso periférico. En: Rios Blanco
Juan José, director. Manual de traumatologia y Cirugia Ortopédica. 10 Edicion.
Madrid: CTO; 2018.)
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Figura 2: Componentes que  constituyen el escaner de RMI. (Molina
Dominguez Beatriz. Resonancia magnética de imagen para el diagnéstico de

deficiencias oculares. Sevilla: Trabajo de fin de grado; 2017).
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Figura 3: Morfologia de las secciones transversales del nervio ciatico normal en
microscopia de luz tefiidas con azul de toluidina (A) y microscopia electrénica
(B) que representan la distribucién normal de axones mielinizados pequefios y
grandes asi como la arquitectura normal de mielina. En la figura 2B, se
muestran axones mielinizados grandes y pequefios y axones no mielinizados.
Los axones mielinizados estadn rodeados por mielina compacta, citoplasma de
células de Schwann y lamina basal. Varios pequefios grupos de axones no
mielinizados (na) estan presentes en el borde izquierdo con cada grupo de
axones rodeados por la lamina basal de una célula de Schwann no
mielinizante. (Valentine HL, Does MD, Marshall V, Tonkin EG, Valentine WM.
Multicomponent T2 analysis of dithiocarbamate-mediated peripheral nerve
demyelination. Neurotoxicology. 2007; 28(3):645-54)
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Figura 4: Morfologia de las secciones transversales del nervio ciatico lesionado
por aplastamiento en microscopia de luz tefiidas con azul de toluidina (A) y en
microscopia electrénica (B). La figura A muestra la presencia de axones
desmielinizados y con adelgazamiento mielinico (puntas de flecha) y edema
intramielinico (flechas). La disminucion de la densidad del axén como resultado
de la degeneracion axonal secundaria también fue evidente. La figura B
muestra un axon desmielinizado (a) rodeado por los procesos de una célula (s)
de Schwann asociada que posee una lamina basal. También estan presentes
un axén no mielinizado y su célula de Schwann asociada (ns) que ha sido
seccionada a través de su nacleo. Una gran célula nucleada alargada (m) con
pseudopodos y sin ldmina basal es consistente con un macréfago activado.
(Valentine HL, Does MD, Marshall V, Tonkin EG, Valentine WM.
Multicomponent T2 analysis of dithiocarbamate-mediated peripheral nerve
demyelination. Neurotoxicology. 2007; 28(3):645-54)

Figura 5: Morfologia de las secciones transversales del nervio ciatico
regenerando tras una lesidon por aplastamiento. Se presenta un axén
degenerado (cabeza de flecha) con brotacion axonal (flecha) que demuestra la
regeneracién axonal. (Valentine HL, Does MD, Marshall V, Tonkin EG,
Valentine WM. Multicomponent T2 analysis of dithiocarbamate-mediated
peripheral nerve demyelination. Neurotoxicology. 2007; 28(3):645-54)
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Grafico 1: Cuantificacibn de mielina tefiida con LFB medida por segmento
nervioso, a la semana, tres semanas y 6 semanas postcirugia, en el grupo
tratado con LPS y tratado con PBS. A la semana post-cirugia, se muestra una
hinchazén de mielina similar en los nervios tratados con LPS y en los tratados
con PBS. A las tres semanas post-cirugia, la reparacién nerviosa de los nervios
a los que se les inyect6 LPS presenta una eliminacion mas rapida de restos de
mielina, marcador de adecuada regeneracion nerviosa. Finalmente, a las seis
semanas post-cirugia, hubo remielinizacibn mas prominente en el grupo LPS
que en el grupo PBS, coincidiendo con la etapa de reparacion. (Li HJ, Zhang
X, Zhang F, Wen XH, Lu LJ, Shen J. Enhanced repair effect of toll-like receptor
4 activation on neurotmesis: assessment using MR neurography. AJNR Am J
Neuroradiol. 2014; 35(8):1608-14)

30+ Bl LPS
PBS
*
= .
E
S 201
=
- T
n
3 - —
£
=L
= 104 i
=]
Q
0-
1. W 3\ A

23


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24874529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24874529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24874529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24874529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wen%20XH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24874529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lu%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24874529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24874529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24874529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24874529

Grafico 2: N° de macrofagos medidos por segmento nervioso, a la semana, tres
semanas Yy 6 semanas postcirugia, en el grupo tratado con LPS y tratado con
PBS. El numero de macréfagos CD68 + fue significativamente mayor en el
grupo tratado con LPS a la semana y a las 3 semanas, coincidiendo con la fase
de degeneracion nerviosa, lo que es un adecuado marcado de regeneracion.(Li
HJ, Zhang X, Zhang F, Wen XH, Lu LJ, Shen J. Enhanced repair effect of toll-
like receptor 4 activation on neurotmesis: assessment using MR neurography.
AINR Am J Neuroradiol. 2014; 35(8):1608-14)
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Grafico 3: Numero de axones en regeneracion medidos por segmento nervioso,
a la semana, tres semanas y 6 semanas postcirugia, en el grupo tratado con
LPS y tratado con PBS. El nimero de axones en regeneracion fue mayor en el
grupo tratado con LPS a partir de las 3 semanas post-cirugia, coincidiendo con
el comienzo de la reparacién nerviosa, lo cual es un adecuado marcador de
regeneracion.(Li HJ, Zhang X, Zhang F, Wen XH, Lu LJ, Shen J. Enhanced
repair effect of toll-like receptor 4 activation on neurotmesis: assessment using
MR neurography. AJNR Am J Neuroradiol. 2014; 35(8):1608-14)
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Figura 6: Micrografia representativa de luz de un nervio ciatico 10 dias después
de la seccién del nervio (B), donde se muestra como en el dia 10 después de la
transeccion todos los axones se degeneran. (Lehmann HC, Zhang J, Mori S,
Sheikh KA. Diffusion tensor imaging to assess axonal regeneration in peripheral
nerves. Exp Neurol. 2010; 223(1):238-44)

Figura 7: Imagen de tensor de difusion con reconstruccién tridimensional y
tractografia de nervios periféricos de raton ex vivo. El seguimiento de la fibra
con un umbral medio de anisotropia fraccional (AF) de 0.5 se realizé con los
datos del tensor de difusion recogidos de los nervios no lesionados, mostrando
los tractos de fibra orientados longitudinalmente. Dado que no hay ninguna
lesion, las imagenes tomadas son idénticas tras 17 dias después.(Lehmann
HC, Zhang J, Mori S, Sheikh KA. Diffusion tensor imaging to assess axonal

regeneration in peripheral nerves. Exp Neurol. 2010; 223(1):238-44)

25


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lehmann%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mori%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sheikh%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lehmann%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lehmann%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mori%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sheikh%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19879260

I
g

crush 17d

Figura 8: Imagen de tensor de difusion con reconstrucciéon tridimensional y
tractografia de nervios periféricos de raton ex vivo. El seguimiento de la fibra
con un umbral AF de 0.5 se realiz6 con los datos del tensor de difusion
recogidos en la regeneracion de los nervios 17 dias después de la lesién por
aplastamiento, en etapa de regeneracion. Se expone toda la muestra de tejido
nervioso (izquierda, gris, reconstruida a partir de imagenes potenciadas en T2)
y el resultado del seguimiento de fibra (derecha, roja). Las flechas marcan el
sitio de aplastamiento (blanco). El seguimiento de la fibra puede visualizar la
degeneracion y regeneracion del axén en la lesion del nervio ciatico del ratén.
(Lehmann HC, Zhang J, Mori S, Sheikh KA. Diffusion tensor imaging to assess
axonal regeneration in peripheral nerves. Exp Neurol. 2010; 223(1):238-44)

26


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lehmann%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mori%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sheikh%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19879260

0.9 1

0.8 -
0.7 -
FA
0.6 -
0.5 -
p=0.0015
0.4- r=0.4175
0 2000 4000

axon counts

Grafico 4: Correlacion entre la morfologia y los parametros de la imagen del
tensor de difusion (DTI). La comparacion de la morfometria y DTl muestra una
correlacion positiva significativa entre el valor de anisotropia fraccional (AF) y el
namero total de axones mielinizados en el punto de tiempo examinado, es
decir, 17 dias después del aplastamiento. (Lehmann HC, Zhang J, Mori S,
Sheikh KA. Diffusion tensor imaging to assess axonal regeneration in peripheral
nerves. Exp Neurol. 2010; 223(1):238-44)
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Figura 9: Imagen de tensor de difusion con reconstruccion tridimensional y
tractografia de nervios periféricos de raton ex vivo. El seguimiento de la fibra
con un umbral FA de 0.5 se realiz6 con los datos del tensor de difusion
recogidos de los nervios seccionados. Se expone toda la muestra de tejido
nervioso (izquierda, gris, reconstruida a partir de imagenes potenciadas en T2)
y el resultado del seguimiento de fibra (derecha, roja). Las flechas marcan el
corte transversal (amarillo). En los nervios transeccionados la orientacion del
tracto fibroso no esta bien alineada y desaparecen distalmente a la transeccion.
(Lehmann HC, Zhang J, Mori S, Sheikh KA. Diffusion tensor imaging to assess
axonal regeneration in peripheral nerves. Exp Neurol. 2010; 223(1):238-44)
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Gréfico 5: Promedio de valores de la anisotropia fraccional (AF) de los nervios
ciaticos después de la seccion transversal y 17 dias después de la lesion por
aplastamiento. Encontramos que los valores promedio de FA fueron
significativamente mas bajos en los nervios seccionados en comparacion con
los nervios de control y los nervios aplastados que a los 17 dias ya se
encuentran en fase de reparacion. (Lehmann HC, Zhang J, Mori S, Sheikh KA.
Diffusion tensor imaging to assess axonal regeneration in peripheral nerves.
Exp Neurol. 2010; 223(1):238-44)
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Figura 10: Imagenes T1 supresoras de grasa (T1W1) de los mufiones distales
potenciadas con gadofluorina mejorada, en un plano longitudinal paralelo al
curso del nervio periférico (el nervio ciatico), donde se comparan las tasas de
aumento de gadofluorina a lo largo del tiempo. Se detecta un aumento
sustancial de gadofluorina en los mufiones distales 3 dias después de la
cirugia, seguido de una disminucion gradual durante el seguimiento de 8
semanas. La mejora de gadofluorina disminuy6 lentamente, pero fue mas
prominente en los mufiones distales de los nervios del grupo tratado con LPS
que en el grupo tratado con PBS durante todo el periodo de estudio. (Li HJ,
Zhang X, Zhang F, Wen XH, Lu LJ, Shen J. Enhanced repair effect of toll-like
receptor 4 activation on neurotmesis: assessment using MR neurography.
AINR Am J Neuroradiol. 2014; 35(8):1608-14)
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Figura 11: Im&genes coronales ponderadas en T2 de un estudio de RMI serial
antes de la cirugia reparadora (estado basal), a los 3 dias, y 1, 2, 3, 4,6y 8
semanas después de la cirugia, donde se comparan los valores de T2
obtenidos en la secuencia temporal. Se detectan anormalidades obvias de la
sefal T2 en el sitio de la lesion (punta de flecha) y tocones distales (flechas), a
los 3 dias post-cirugia, que disminuyeron gradualmente durante el seguimiento
de 8 semanas. En el grupo tratado con LPS para favorecer la regeneracion, la
anormalidad de la sefial T2 volvio a ser casi normal a las 6 semanas mientras
que fue a las 8 semanas en el grupo tratado con PBS con regeneracion
estandar. (Li HJ, Zhang X, Zhang F, Wen XH, Lu LJ, Shen J. Enhanced repair
effect of toll-like receptor 4 activation on neurotmesis: assessment using MR
neurography. AJNR Am J Neuroradiol. 2014; 35(8):1608-14)
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Gréfico 6: Los graficos muestran los cursos de tiempo de los valores de T2 (A)
y las tasas de aumento de gadofluorina para el mufidén distal de los nervios
lesionados (B) en el grupo tratado con LPS y en el grupo tratado con PBS. Las
barras verticales representan la desviacion estandar. Como muestra la grafica
A, los valores de T2 en ambos grupos mostraron un rapido aumento, luego
disminuyeron lentamente y volvieron casi a nivel basal a las 6 semanas de
seguimiento. Comparativamente, los mufiones distales en el grupo tratado con
LPS tuvieron valores de T2 significativamente mas altos que en el grupo

tratado con PBS durante el periodo de 3 dias a 3 semanas después de la
cirugia.
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Por otro lado, como se ve en la grafica B, en ambos grupos, las tasas de
aumento de gadofluorina de los mufiones distales de los nervios lesionados
mostraron un tiempo similar al de los valores de T2; es decir, existe una
correlacion entre ambos parametros. Las tasas de aumento de gadofluorina en
ambos grupos mostraron un aumento rapido, luego disminuyeron lentamente
pero permanecieron elevadas hasta el seguimiento de 8 semanas, a diferencia
de los valores de T2 que en torno a las 6 semanas se normalizaron. Los
mufiones distales en el grupo tratado con LPS tuvieron tasas de aumento de
gadofluorina significativamente mayores que en el grupo tratado con PBS
durante el periodo de 3 dias a 3 semanas después de la cirugia. (Li HJ, Zhang
X, Zhang F, Wen XH, Lu LJ, Shen J. Enhanced repair effect of toll-like receptor
4 activation on neurotmesis: assessment using MR neurography. AJNR Am J
Neuroradiol. 2014; 35(8):1608-14)
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