Universidad deValladolid
Facultad de Medicina

Master en Investigacion en CC.de la Salud: Farmacologia,
Neurobiologia y Nutricion Molecular

Trabajo de Fin de Master:

Reparacion de neurectomias experimentales mediante
injerto de nervio autélogo en ratas.

Presentado por Noa Feas Rodriguez

Tutor: Prof. Manuel José Gayoso Rodriguez



Indice

. Resumen

. Introduccion

2.1. Consideraciones previas: Estructura del sistema nervioso
2.2. Antecedentes: Degeneracion y regeneracion del tejido nervioso
2.3. Importancia y justificacion

. Objetivos

. Materiales y Métodos

4.1. Materiales

4.1.1. Animales de experimentacion

4.1.2. Productos quimicos

4.1.3. Equipos e Instrumental

4.2. Métodos

4.2.1. Operaciones quirtrgicas: Implante de nervio autélogo
4.2.2. Elaboracion de las protesis tubulares
4.2.3. Estudio del comportamiento motor
4.2.4. Obtencién y preparacion del tejido
4.2.5. Estudio histologico

. Resultados

5.1. Desarrollo de las intervenciones quirurgicas
5.2. Comportamiento motor

5.3. Preparacion de la muestra

5.4. Histologia

6. Discusion

7. Referencias

SN W W

13

14
14
14
15
16
17
17
19
20
22
23

24
24
26
28
29

37

44



Lista de abreviaturas:

BDNF “Brain- derived Neurotrophic Factor”
CS Célula/s de Schwann
DMEM “Dulbecco’s modified Eagle’s medium”
EPD Extremidad posterior derecha
EPI Extremidad posterior izquierda
EPL Distancia de la pisada experimental
ETS Anchura de la pisada experimental
FGF “Fibroblast Growth Factor”
HE Hematoxilina-eosina
IGF-1 Insulin-like Growth Factor
ITS Anchura intermedia de la pisada
ME Microscopia electronica
NGF “Nerve Growth Factor”
NPL Distancia de la pisada normal
NTS Anchura de la pisada normal
PLC Policaprolactona
PLGA Acido polilactico-co-glicolico
PMR “Preferential Motor Reinnervation”
SFI Indice Ciétcio Funcional
SNC Sistema Nervioso Central
SNP Sistema Nervioso Periférico
TOF

Distancia a la extremidad posterior contraria




1. Resumen

Las lesiones en los nervios periféricos suponen un problema de gran
relevancia socio-sanitaria debido a su frecuencia cada vez mas elevada y a sus
consecuencias negativas: generan dolor, incapacidad, gastos sanitarios, etc.
Numerosos tipos de tratamiento han sido estudiados para conseguir la
regeneracion de los nervios dafados. En la actualidad, el estdndar de
tratamiento se basa en el implante de nervio autdlogo. Este estudio profundiza
en el estandar de tratamiento, llevado a cabo en la rata, como modelo animal.
Para ello, hemos realizado una revision de la literatura cientifica relacionada,
asi como un estudio experimental con catorce ratas Wistar, sobre las que hemos
llevado a cabo una neurectomia del nervio ciatico, que hemos reparado
mediante injerto de nervio autdlogo tomado del mismo individuo en el que se
implanta. La histomorfologia y las pruebas de comportamiento motor se
realizan a las 3 semanas post-intervencion, obteniendo una serie de resultados
cualitativos que, en conjunto, sefialan una reparacion importante coincidente, en

general, con la descrita en la literatura cientifica publicada.



2. Introduccién:

La reparacion de lesiones en los nervios periféricos continia siendo un
problema sin resolver en su totalidad, por ello, multitud de grupos de
investigacion se han centrado en buscar soluciones a dicho problema.

En este trabajo revisaremos el estado actual de la investigacién en este
campo, centrandonos en la aplicacion de la técnica de implante de nervio
autologo, es decir, injertos tomados del mismo individuo en el que se aplican;
para reparar este tipo de lesiones traumaticas. Tomando como modelo animal el

nervio ciatico de rata.

2.1. Consideraciones previas: Estructura del sistema
nervioso.

El tejido nervioso esta distribuido por todo el organismo formando una red
de comunicaciones que constituye el sistema nervioso. Desde el punto de vista
anatoOmico, este sistema se divide en: 1) sistema nervioso central (SNC),
formado por el encéfalo y la médula espinal, y 2) el sistema nervioso periférico
(SNP), formado por los nervios y por pequeios grupos de neuronas
denominadas ganglios nerviosos. Los nervios estan formados principalmente
por prolongaciones de las neuronas (células nerviosas) situadas en el SNC o en
los ganglios nerviosos.

El tejido nervioso tiene dos componentes principales: las neuronas; que
presentan distintas formas, tamafos y diferentes tipos de prolongaciones
(dendritas, axones) de longitud variable; y diversos tipos de células de la glia o
neuroglia, que realizan una funcioén de soporte de las neuronas y que participan

en otras funciones importantes.



Las neuronas estdn formadas por dendritas, cuerpo celular y axoén, que es
una prolongacién tUnica y especializada en la conducciéon de impulsos que
transmite informacion desde la neurona a otras células o a otras neuronas.

En el concepto general de neuroglia se incluyen varios tipos celulares
presentes en el sistema nervioso central, en la proximidad de las neuronas. Con
tinciones como la de hematoxilina-eosina (HE) se distinguen con dificultad, por
eso para el estudio de estas células se utilizan métodos especiales de
impregnacion con plata o con oro y técnicas de inmunohistoquimica. Las
células de la glia son: oligodendrocitos, astrocitos, células ependimarias y
microglia, en el SNC; y células de Schwann (CS) y células gliales de los
ganglios nerviosos, en el SNP.

Centrandonos en las células de Schwann, que serdn relevantes en los temas
tratados en este trabajo, se trata de células que desempefian un papel similar al
de los oligodendrocitos: produccién de vainas de mielina que actian como
aislantes eléctricos, aunque los oligodendrocitos lo hacen a nivel de neuronas
del SNC, mientras que las CS actian en relacion a los axones del SNP. Cada
célula de Schwann elabora la mielina de un segmento de un unico axon o de
grupos de fibras nerviosas amielinicas.

Los componentes del SNP son los nervios, los ganglios y las terminaciones
nerviosas. Los nervios son haces de fibras nerviosas rodeados por tejido
conjuntivo.

Las fibras nerviosas estan formadas por un axén o dendrita y por la vaina
que lo rodea. Todos los axones del tejido nervioso del adulto estan rodeados por
pliegues unicos o multiples formados por una sola célula. En las fibras
nerviosas periféricas la célula que rodea al axon es una célula de Schwann.

Existen dos tipos de fibras nerviosas: las fibras nerviosas amielinicas y las
fibras nerviosas mielinicas.

En las fibras mielinicas del SNP, la membrana plasmatica de la CS

muestra un enrollamiento alrededor del axon. Esta membrana enrollada se



fusiona dando lugar a la mielina, un complejo lipoproteico de coloracion
blanquecina que es eliminado parcialmente al aplicar las técnicas histologicas.

La vaina de mielina se interrumpe a intervalos regulares formando los
nédulos de Ranvier que aparecen recubiertos por expansiones laterales de las
c¢lulas de Schwann. El intervalo entre los nddulos se denomina internodo y esta
recubierto por una unica CS. El grosor de la vaina de mielina varia segin el
diametro del axon, aunque es constante a lo largo de un mismo axén.

Tanto en el SNC como en el periférico, no todos los axones estan
recubiertos por mielina. Las fibras amielinicas periféricas también estan
rodeadas por CS, pero en este caso no tiene lugar el enrollamiento en espiral.
Una tnica CS rodea a varias fibras nerviosas amielinicas.

En el SNP las fibras nerviosas se agrupan en haces que dan lugar a los
nervios. Debido a su contenido en mielina y coldgeno los nervios son
blanquecinos. El tejido de sustentacion de los nervios estd formado por una
capa fibrosa externa de tejido conjuntivo denso, o epineuro, que reviste el
nervio y que rellena los espacios que quedan entre los haces de fibras nerviosas.
Cada uno de estos haces esta revestido por una vaina de varias capas de células
aplanadas y yuxtapuestas, denominada perineuro. En el interior de la vaina
perineural se situan los axones, cada uno de ellos rodeado por la vaina de
células de Schwann con su ldmina basal y con una cubierta de tejido conjuntivo,
formado principalmente por células endoneurales (derivadas de fibroblastos)
que producen reticulina y coldgeno, denominada endoneuro. Los nervios
establecen comunicacidn entre los centros nerviosos y los organos sensoriales

por un lado, y los efectores (musculos, glandulas) por otro (Figura 1) [1].
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Fig.1. Representacion esquematica de un nervio mixto y del arco reflejo mas simple. Tomada

de Junqueira LC et al.: Histologia basica, 6* ed. Masson, 2005.

2.2. Antecedentes: Degeneracién y regeneracion del tejido
Nervioso.

El sistema nervioso es uno de los tejidos mas especializados en animales
vertebrados, especialmente en mamiferos. Por esta razon también presenta una
capacidad de regeneracion menor que la de otros tejidos.

Dado que las neuronas de los mamiferos no suelen dividirse, la destruccion
de una neurona constituye una pérdida permanente. Sin embargo, las
prolongaciones neuronales pueden regenerarse dentro de ciertos limites debido
a la actividad de sintesis del pericarion. Por ello, los nervios se pueden
regenerar, aunque con dificultades.

Cuando se destruye una célula nerviosa, las que estan unidas a ella no
sufren alteraciones excepto en los casos infrecuentes en los que una neurona

solo recibe impulsos de otra. En este caso, la neurona queda completamente



privada de impulsos nerviosos debido a la destruccion de la otra neurona y sufre
la denominada degeneracion transneuronal.

Al contrario de lo que ocurre con las neuronas, las células de la glia del
SNC, asi como las células de Schwann y las células satélite de los ganglios del
SNP, estan dotadas de una gran capacidad de proliferacion. Los espacios que
dejan las cé€lulas y las fibras nerviosas en el SNC a causa de alguna enfermedad
o accidente son ocupados por las células de la neuroglia.

Debido a su distribucion por todo el cuerpo, las lesiones de los nervios no
son infrecuentes. Cuando se realiza la seccion de un nervio tienen lugar
alteraciones degenerativas seguidas de una fase de reparacion.

En un nervio lesionado hay que diferenciar la parte de la fibra que se
separa de la neurona a causa de la lesion (parte distal) de la parte que contintia
unida a la neurona (parte proximal). Debido a que mantiene contacto con el
pericarion, que es un centro tréfico, el segmento proximal suele presentar
regeneracion, mientras que el segmento distal sufre una degeneracion total y
acaba por ser reabsorbido si no se ponen los medios para evitarlo [1].

Las lesiones en el sistema nervioso periférico, particularmente en nervios,
responden a diferentes causas como, por ejemplo, traumatismos, enfermedades
(e.g. cancer), causas iatrogénicas (por procedimientos quirurgicos etc.). El
nervio periférico puede quedar parcial o totalmente dafiado si no se trata [2].

Independientemente de las causas de estas lesiones, comunmente se
emplean dos métodos principales de tratamiento o reparacion:

-Si la longitud o distancia (“gap”) entre los dos extremos es lo
suficientemente pequefia: se suturan directamente.

-Si la distancia es demasiado grande (20 mm o mas en humanos),
actualmente se utilizan autoinjertos, esta técnica es considerada como el mejor
tratamiento, o lo que se conoce como patrén de oro o “gold standard” para el

tratamiento de lesiones severas o graves en nervios.



Sin embargo, este procedimiento requiere que otro sitio sea dafiado para
obtener un nervio intacto como fuente del implante. Debido a esto se han
buscado alternativas desarrollando compuestos biomiméticos [3].

Una de las alternativas sobre las que mas se ha trabajado desde 1880, es la
basada en la aplicacion de distintos tipos de tubos, fabricados con diferentes
tipos de materiales [4].

En las tltimas décadas, Lundborg y colaboradores han estandarizado un
protocolo basado en modelos animales [5]. A pesar de que ciertos
procedimientos estan estandarizados, diferentes laboratorios han estudiado y
siguen investigando otros métodos y materiales: distintas longitudes de
separacion, distintas especies animales, distintos sitios anatomicos, distintos
dispositivos. Todo esto hace dificil su comparacion [3].

Yannas et al., sefialaron en 2004 la necesidad de una metodologia que
permita normalizar los datos y compararlos. Los componentes criticos en la
calidad de la regeneracion nerviosa, que ellos mismos sefialaron se clasifican
en: factores de crecimiento, células de soporte, mallas o andamiajes y matriz
extracelular insoluble. Una revision breve de los hallazgos iniciales y recientes
se describe a continuacion [3].

Implantes tubulares y andamiajes:

Han sido utilizados materiales naturales y sintéticos para fabricar
implantes. Existen tubos comerciales de silicona desarrollados por Lundborg y
colaboradores asi como por Williams et al. [5, 6]. Otros tubos basados en
polimeros sintéticos biodegradables como acido polilactico, &cido poliglicélico
y acido polilactico-co-glicolico (PLGA) se han utilizado mostrando un papel
importante en la regeneracion de nervios. Otra alternativa son las mallas de
hidrogel y macroporos [7].

Otros estudios se han centrado en materiales naturales. Por sefalar,
brevemente, algunos ejemplos:

-Mallas de colageno, Chamberlain ef al. [8].



-Injerto venoso relleno de una matriz de coldgeno que promueve
regeneracion axonal, Choi ef al. [9].

-Gel de alginato, Hashimoto ef al. [10].

-Injertos a base de tendon, musculo acelular y nervio acelular, (Lundborg
et al.) que son apropiados para la reparacion de nervios periféricos. Aunque
comparados con los injertos de nervio “fresco” (“fresh nerve graft”) han
mostrado periodos de retraso inicial en el proceso de reinervacion del cabo
proximal [5].

-Andamiajes de hidrogel anisotropicos, construidos como estructuras
tridimensionales de agarosa con gradientes de glicoproteina promotora del
crecimiento (laminina-1) que promueven extension direccional de neuritas e
incrementa la regeneracion (Bellamkonda ef al.) [11].

Factores de crecimiento:

Se ha postulado que los factores de crecimiento mejoran la supervivencia
neuronal. Algunos de los factores de crecimiento utilizados que se ha
encontrado que facilitan la regeneracién en SNP son:

-NGF “nerve growth factor”

-BDNF “brain-derived neurotrophic factor”

-IGF-1 “insulin-like growth factor”

-FGF “fibroblast growth factor”

La eficacia de estos factores de crecimiento es altamente dependiente de
diferentes variables: dosis, secuencia, tiempo de duracion y liberacion, etc. [3].

Células de soporte:

Diversos experimentos han demostrado que las células de Schwann
proporcionan un sustrato predilecto para la migracion de los axones y ademas
liberan factores de crecimiento que implementan la regeneracion nerviosa.

En los experimentos de Nilsson et al., se usaron trozos de nervio de los
cabos proximal y distal que se cortan en la reparacion del injerto como fuente

de células de Schwann. Estas c€lulas se inyectan posteriormente en un tubo de



silicona para rellenar una separacion de 10 mm en el nervio cidtico de rata. Los
resultados apuntan a que los tubos que contenian células de Schwann tenian una
regeneracion mayor de fibras nerviosas en comparacién con tubos sin células
[12].

Otras células han sido probadas: fibroblastos [13], células embrionarias de
riiion humanas, células madre de distintos tipos, etc. con resultados inferiores a
los obtenidos con implantes de nervio autélogo.

Matriz extracelular insoluble, analogos y componentes:

Se han empleado diversos sustratos insolubles que han sido probados
como agentes con actividad regenerativa. Un ejemplo es la utilizacién de tubos
o guias de materiales basados en policaprolactona (PLC) con el fin de obtener
un material biodegradable y biocompatible y encontraron que usando quitosano
y gelatina como capas internas mejoraba la calidad de la regeneracion [14].

Existen diversas teorias sobre los mecanismos por los que se produce la
regeneracion de nervios. En la revision de Yannas de 2007, se llega a la
conclusion de que en los experimentos con “gaps” de mas de 1cm donde se
utilizan tubos, la configuracion tubular ideal deberia ser una mezcla de varios
factores, incluyendo la habilidad de bloquear a los miofibroblastos para que no
formen capsulas contractiles y facilitando la formacion de mircrotibulos a
través de estructuras orientadas axialmente y probablemente otras

caracteristicas [3].

2.3. Importancia y justificacion:

Las lesiones de los nervios periféricos representan una parte importante de
las intervenciones quirurgicas. La pérdida funcional que conlleva la lesion no
reparada puede producir una incapacidad muy importante de la que deriva su

interés socio-sanitario. La regeneracion de nervios periféricos sigue siendo un
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problema clinico serio. Como hemos senalado, la mejora en la reparacion de
lesiones del SNP es de gran relevancia. Seglin los datos disponibles, en Estados
Unidos 200.000 pacientes al afio sufren una lesion en nervios periféricos que
requiere de intervencion quirurgica [2]. En Europa se dan mas de 300.000 casos
al afio [15].

Ademas de que la prevalencia pueda ser mas o menos alta, se trata de
lesiones que, de no repararse adecuadamente, generaran disminucion de la
calidad de vida del paciente, asi como dolor cronico, discapacidad, etc.

Por otro lado, la resolucion de este tipo de problema es de gran relevancia
cientifica. Ademas, los avances en reparacion del SNP pueden ayudar a mejorar
también el panorama de la regeneracion a nivel de SNC.

Ya indicamos que cuando se secciona un nervio periférico con una seccion
limpia, sin pérdida de tejido y sin una separacion excesiva de los cabos
proximal y distal, la regeneracion nerviosa puede conseguirse mediante una
simple sutura término-terminal. Asi, puede obtenerse una reinervacion
periférica relativamente adecuada tanto de los mtsculos como de los receptores
sensoriales. En cirugia humana se considera aceptable una recuperacion de la
capacidad funcional de un nervio entre un 30 y un 90% [9]. Sin embargo, en las
lesiones de los nervios, lo mas frecuente es que los cabos proximal y distal
queden excesivamente separados, ya sea por pérdida traumadtica de tejido
nervioso, por una cirugia necesaria o por la retraccion de los cabos del nervio
seccionado [16]. Cuando los dos cabos del nervio seccionado no pueden ser
aproximados para suturarlos, sin someterlos a una tension excesiva, es necesaria
la colocacion de un “puente bioldgico” que una los cabos proximal y distal del
nervio lesionado y posibilite su reparacién [17].

Aunque hemos comentado que existen numerosas técnicas y metodologias
para favorecer la regeneracion nerviosa y la reparacion de lesiones en el SNP, la
técnica que aqui nos ocupa es la de utilizacion de un injerto autélogo, que es la

que ha demostrado mayor eficacia [11].
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La técnica de autoinjerto: “gold standard”

Hasta el momento, la mejor manera de reparar las lesiones de los nervios,
con separacion de los extremos, es el implante de segmentos de nervio autdlogo
[11]. Esta técnica ha pasado a conocerse como “gold standard” o estandar de
oro en regeneracion y reparacion nerviosa. Generalmente, se sacrifica un nervio
sensorial del mismo paciente para regenerar un nervio motor [18].

Lo que se conoce en clinica humana como injerto de nervio autdlogo se
puede realizar en animales de experimentacién: injertos de un mismo individuo
que actia como donante y receptor. En Medicina humana, el “estandar de oro”
consiste en utilizar parte de un nervio sensorial, menos valioso, para reparar un
nervio motor, con mayor importancia funcional.

Ademads los modelos animales han sido ampliamente utilizados y han
demostrado ser extrapolables, con las debidas precauciones, a la clinica
humana. La mayoria de los estudios realizados hasta el momento de llevan a
cabo en modelos animales, sobre todo en especies como la rata, ratones y
congjos [11].

Investigaciones previas han demostrado que tras lesion del nervio
periférico los axones motores reinervaran preferiblemente ramas motoras antes
que sensoriales. Brushart et al., 1998, mostraron que esta reinervacion motora
preferente (“preferential motor reinnervation”, PMR) era debida a un proceso
de “brote” selectivo [19].

Los trasplantes autdlogos presentan una serie de inconvenientes, tales
como el aumento del tiempo y de la dificultad de la intervencion quirargica, la
escasez de nervio disponible, la desigualdad entre el tamafio del nervio
implantado y el del nervio receptor, el dolor, la pérdida de sensibilidad o la
formacion de escaras o de neuromas [20, 21].

A pesar de los inconvenientes antes sefialados, en la clinica humana se han

utilizado tres tipos de prétesis comercialmente disponibles: tubos de colageno

12



tipo I (NeuraGen), tubos de poli-acido glicdlico (Neurotube) y nervio alogénico
descelularizado (Avance, AxoGen Inc.) segun el método de Hudson et al.(2004)
[22].

Con NeuraGen se han obtenido buenos resultados en defectos de nervio de
la mano entre 0,5 y 3 cm [23]. En un modelo experimental de rata, Whitlock et
al. (2009) obtuvieron los mejores resultados con los implantes isogénicos
(equivalentes a los autdlogos) seguidos por los nervios alogénicos

descelularizados (Avance) y en tercer lugar los tubos de colageno (NeuraGen)

[24].

3. Objetivos:

El objetivo general de este trabajo se puede definir como la puesta a
punto de un modelo de transplante autélogo de nervio ciatico de rata.
Como objetivos concretos nos proponemos:

1. Llevar a cabo el aprendizaje de los métodos quirirgicos para la
realizacidon de la neurectomia y neurorrafia del nervio cidtico en un
modelo animal.

2. Seleccionar pruebas de evaluacion de funcién motora en animales
con lesiones nerviosas

3. Adaptar las técnicas de perfusion e inclusién en epoxi-resina a este
modelo experimental.

4. Abrir el camino para buscar técnicas y métodos alternativos a la
técnica conocida como “gold standard” en regeneracidon nerviosa.
El objetivo altimo serd la comparacién de este método con la

aplicacion de una protesis tubular que proteja al injerto autdlogo y
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que obtenga mejores resultados que los utilizados hasta el
momento.
Para cumplir con estos objetivos hemos empleado los materiales y

métodos que se exponen a continuacion.

4. Materiales y Métodos:

4.1. Matenales.

4.1.1. Animales de experimentacion:

La especie animal empleada para la realizacion de los experimentos es la
rata, Rattus norvegicus (Muridae, Rodentia, Mammalia). Se utilizaron
concretamente 14 ratas Wistar, adultas jovenes, tanto machos como hembras. El
peso de los individuos oscilaba entre 190 y 400 g en el momento de la
intervencion quirtrgica, no se apreciaron diferencias en las dimensiones de los
nervios ciaticos ni en los parametros de regeneracion entre los ejemplares. Se
repartieron en 3 grupos: implante autdlogo (12), prétesis tubular (1), control (1).

Los animales se mantuvieron estabulados en el Animalario de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Valladolid. Las condiciones de estabulacion
fueron las siguientes: temperatura y humedad relativa constantes, con un
fotoperiodo artificial de 12/12 horas y alimentacion ad libitum con agua y

pienso para ratas.
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Todos los animales se trataron siguiendo la normativa vigente de la
Comunidad Europea (2010/636/EU), del Estado Espafiol (RD 52/2013) y del
Comité Etico de la Universidad de Valladolid.

4.1.2. Productos quimicos:

Los productos quimicos més destacados que se han empleado son:

-Acetona. CH;COCH; #8222511000 Merck, Darmstadt, Alemania.

-Acido acético glacial. CH;COOH #100063 Merck, Darmstadt, Alemania.

-Acido  poli(DL-lactico-co-glicolico)  (85/15).  [C5H40,]x[C,H,0,]y
#B6006-1 Lactel Absorbable Polymers (antes Birmingham Polymers Inc.).

-Azul de Toluidina. C;sH;,CIN;S-0.5ZnCl, #89640 Sigma-Aldrich Co., St.
Louis (MO),EEUU.

-Bencilpeniclina. Benzetacil®, Sandoz.

-Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM). #31885 Gibco,
Invitrogen.

-Entellan®. Medio de montaje para microscopia. #107961.0100 Merck,
Darmstadt, Alemania.

-Formaldehido 35-40%. CH,O #20910.294 BDH-Prolabo, Briare, Francia.

-H,0O Milli-Q, obtenida en nuestro laboratorio.

-Ibuprofeno. Dalsy®, 20mg/ml suspension oral, Abbott Laboratories.

-Ketamina clorhidrato. Imalgene® 500, Merial S.A., Lyon, Francia.

-Osmio (VIII) 6xido. OsO4 #124505.0500 Merck, Darmstadt, Alemania.

-Oxido de propileno. CsHgO #110205 Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO),
EEUU.

-Paraformaldehido. (CH,0), #104005.1000 Merck, Darmstadt, Alemania.
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-Resina  Spurr. # S024/D TAAB Laboratories Equipment Ltd.,
Aldermaston, Reino Unido.

-Xilacina clorhidrato 2%. Rompun®, Bayer Health Care, Kiel, Alemania.

Disoluciones:

-Paraformaldehido  tamponado. Estd compuesto de 4% (p/v)
paraformaldehido despolimerizado tamponado a pH 7.4.

-Solucion salina tamponada con fosfato (PBS) pH 7.4 a 25° C. Para
obtener 1 litro se mezclan los siguientes componentes: 8§ g de NaCl, 0.2 g de
KCl, 1.44 g de Na,HPO, y 0.24 g de KH,PO,. Se ajusta el pH a 7.4 a 25°C con
NaOH 1 N y el volumen a 1 litro con H,O Milli-Q.

-Tratamiento de adherencia con Silane para portaobjetos. Previamente se
someten los portaobjetos a un tratamiento previo con mezcla sulfocrémica
durante 10 min. La mezcla sulfocrémica se compone de 100 ml de H,SO4 y 50
g de K,Cr,O; mezclados en 1 I de H,O Milli-Q. Después se lavan los
portaobjetos con H,O Milli-Q durante 5 min y se sumergen en acetona 100°
durante otros 5 min. Finalmente se sumergen durante 10 min en una solucion de
APTES al 4% en acetona 100°, se lavan en H,O Milli-Q durante 2 min y se
dejan secar a temperatura ambiente.

-Tampon fosfato 0.4M, pH 7.4 a 25° C. Se prepara mezclando 10.6 g de
NaH,PO,2H,0 y 56 g de K,;HPO4en 1 1 de H,O Milli-Q y ajustando el pH a
7.4.

-Tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4 a 25° C. Se prepara diluyendo la solucién
anterior 1:4con H,O Milli-Q.

4.1.3. Equipos e Instrumental:

-Balanza Kern EG 600-2M. Kern & Sohn GmbH; Balingen, Alemania.
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-Balanza de precision Sartorius-Werke 2402; Gottingen, Alemania.

-Campo abierto: didmetro externo, 120cm; altura de la chapa, 30cm;
diametro de la circunferencia interior, 80cm. Dividida en 12 sectores:
longitud del arco de circunferencia interior: 21,5 cm, longitud del arco de
circunferencia exterior: 30,0 cm, profundidad del sector de circulo: 20,0 cm.

-Esterilizador/autoclave Raypa 75 L. R. Espinar, S.L., Terrasa, Espaiia.

-Microscopio bioldgico Zeiss Axiophot equipado para microscopia de
campo claro, campo oscuro, contraste interferencial de Nomarski y
epifluorescencia, con objetivos PlanApo 1.25x y UPlanFl 4x, 10x,20x, 40x y
100x y sistema de captura de imagenes AxioCam HRC.

-Material quirdrgico necesario para las intervenciones, esterilizado en
nuestro laboratorio.

-Microscopio quirurgico de baja magnificacion Optomic OP-C12.
Optomic Spain, S.A., Madrid, Espafia.

-Microtomo de rotacién. Microm HM. Microm International GmbH,
Walldorf, Alemania.

-Microscopio estereoscopico LEICA MSO0.

-Pasillo para el analisis de la huella al caminar, descrito por Bain et al.
[28].

-Pipetas de precision con rango entre 1.000 - 0.1 ul Eppendorf Research;

Alemania.

4.2. Métodos.

4.2.1. Operaciones quirurgicas: Implante de nervio

autologo.
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Se colocod un implante de nervio ciatico autdlogo en 12 ratas Wistar, el
implante se tomd del mismo individuo en el que fue implantado en el mismo
momento de la intervencion, recogiéndose de la extremidad posterior izquierda
(EPI) y colocandose en la extremidad posterior derecha (EPD). Tan s6lo en una
de las ratas se implantd nervio autdlogo en el interior de una de las proétesis
tubulares que se describen en el siguiente apartado.

Las ratas Wistar receptoras del implante autdélogo o la protesis fueron
anestesiadas por via peritoneal con una mezcla de ketamina (Imalgene 1000,
Merial) 80 mg/kg de peso y xilacina (Rompun, Bayer) 8mg/kg de peso. Una vez
expuesto el nervio ciatico del lado derecho se extrajo un segmento de 2-3 mm
que fue sustituido por un segmento de nervio procedente de cidtico izquierdo
del mismo animal.

Esta dosis de anestésicos permite de 60 a 90 minutos de sedacion
quirargica. Una vez comprobada la eficacia de la anestesia por ausencia de
reflejo palpebral y, tras la pertinente preparacion del campo quirurgico, se
practico un corte en la piel del muslo de la pata derecha de 2 cm de longitud y
se separaron los paquetes musculares. Para ello se rasgan las fascias musculares
sin alterar la integridad de los musculos. Una vez expuesto el nervio ciatico, se
limpié de mesoneuro y se liber6 de adherencias a los tejidos circundantes.
Después se secciond un segmento de nervio de 2-3 mm (longitud siempre
inferior a la del injerto autdlogo o la prétesis tubular para evitar tensiones en los
puntos de sutura) y en su lugar se interpuso una proétesis de 5-8 mm de longitud.
El implante se sutura al epineuro con la ayuda de un microscopio quirargico de
baja magnificacién (4x). De esta manera se asegura que la sutura atraviesa
solamente el epineuro. El epineuro es traccionado y tensado con unas pinzas de
relojero (Dummont n® 5). Se colocan dos suturas de monofilamento no

absorbible 8/0 de poliamida (Laboratorio Aragd) en el cabo nervioso proximal
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separadas 180°. Estas suturas mantienen el cabo y el injerto alineados. Se repite
el proceso de la misma manera en el cabo distal.

La sutura se realizd a aproximadamente 1 mm del borde del nervio
seccionado. La direccion de la sutura va desde la superficie del nervio y emerge
subepineuralmente. Es llevada al extremo libre y el proceso contintia en el
extremo de la prétesis. Es deseable un nimero pequefio de suturas para que la
reaccion inflamatoria causada por el material de sutura sea minima. Swaim et
al. determinaron que cuatro suturas equidistantes son suficientes para una
adecuada reparaciéon en el caso de la coaptacion de dos cabos nerviosos
seccionados [25].

Una vez implantada la protesis, se cerrd el campo operatorio suturando la
fascia muscular con CatGut 5-0 y la piel con seda 6-0 o grapas. Se revisaron las
suturas exteriores cada 24 horas durante la primera semana postoperatoria y se
retiraron los puntos a los 15 dias de la cirugia. Ademads, se aplico una dosis de
antibiotico de liberacion retardada (bencilpenicilina) via intramuscular y
también se administrd antiinflamatorio (ibuprofeno) en el agua de bebida.

En los ejemplares en los que fue posible, se unieron los cabos proximal y
distal de la EPI con una sutura simple término-terminal. En otros se dejaron los
cabos sin unir. Ambos casos han sido valorados histolégicamente y también su

comportamiento motor, utilizando esta extremidad como control negativo.

4.2.2. Elaboracién de las proétesis tubulares:

Como deciamos, se coloco una protesis tubular en una de las ratas. Pero se
realizaron numerosas pruebas hasta obtener una protesis que se adecuara a la

intervencion y los objetivos perseguidos.

19



La protesis tiene un disefio tubular de 1 cm de longitud y un diametro
interior de 2.4 mm y esta fabricada con acido poli(lactico-co-glicolico).

Para la fabricacion del tubo se elabor6 una solucion de acido poli(lactico-
co-glicolico) al 20% en acido acético glacial, en agitacion moderada y a
temperatura ambiente durante 24 horas.

Una vez disuelto, se elaboraron laminas finas extendiendo 1 ml de la
solucién sobre un portaobjetos en posicion horizontal. Tras la evaporacion del
exceso de acido acético (el proceso lleva aproximadamente 72 horas), una fina
pelicula de PLGA cubre toda la superficie del portaobjetos de forma uniforme.
Introduciendo el portaobjetos en un recipiente con H,O Milli-Q durante unos
segundos, la lamina se despega del portaobjetos y se obtiene una membrana de
biopolimero de 500 x 200 mm. Estas membranas, una vez lavadas en DMEM
con gentamicina al 1% para su esterilizacion, servirdn para elaborar la protesis
tubular de la siguiente manera:

La membrana se enrollan a lo largo de su eje menor formando un tubo
hueco de 2.4 mm de diametro interno aproximadamente. Se deja secar de nuevo
para eliminar cualquier resto de acido acético glacial.

En su interior antes de la implantacidon se introduce el injerto de nervio

autodlogo mediante aspiracion.

4.2.3. Estudio del comportamiento motor:

Una vez transcurrido el correspondiente periodo de supervivencia, en este
caso 3 semanas, se estudid el comportamiento motor, basicamente mediante la
prueba de actividad en campo abierto, el andlisis de la huella al caminar

(“Walking track analysis™) y el calculo del Indice Citico Funcional (SFT).
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El andlisis del movimiento en el circulo de campo abierto se hizo sobre las
imagenes tomadas con videocdmara. Se trata de un test que mide no solo la
actividad o funcién motora, sino también la reactividad emocional. Se
valoraron los siguientes pardmetros en un tiempo de 2 minutos: deambulacion,
cuantificado como el nimero de veces que la rata cambia de seccidn del circulo;
excreciones, donde se tiene en cuenta la presencia de orina y/o defecaciones;
presencia de vocalizaciones, como reaccion a la manipulacion [26].

Ademas, analizamos las huellas dejadas por los animales al caminar por un
pasillo estrecho tras impregnarse las patas en tinta de tampdn. En las huellas se
midi6 la longitud total de la huella, la separacion méaxima entre los dedos, es
decir, la distancia entre el primer y quinto dedo, asi como la separacion
intermedia entre los dedos del segundo al cuarto [27]. Con estos parametros se
puede calcular el Indice Ciatico Funcional mediante la formula siguiente
formula [28, 29]:

7.5

TS —MTS P M
Sll.lzl[ﬂ_g[I-],_ le}_mj[l_m_ M"I.]_

NTS NPL

Donde ETS es la anchura de la pisada experimental y NTS de la normal.

PL es la distancia de la pisada, miden la distancia entre el primer y el quinto

dedo.
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Fig.2. Relacion espacial de las pisadas durante el “Walking track”. Se aprecian los parametros
descritos: ITS (distancia entre el segundo y el cuarto dedo), TS (distancia entre el primer y el
quinto dedo), TOF (distancia al pie contrario), PL (longitud de la huella). Imagen tomada de
Sarikcioglu BM et al., 2008.

Otra de las medidas realizadas fue el TOF: distancia a la extremidad
posterior contraria. También se tiene en cuenta en alguna de las variantes de la
formula, el ITS (distancia entre el segundo y el cuarto dedo) [30].

Las medidas que se tomaron como referencia aparecen representadas en la

Figura 2.

4.2.4. Obtencion y preparacion del tejido:

Una vez transcurridas las 3 semanas y realizadas las pruebas de
funcionamiento motor, se anestesid profundamente a los animales con una
mezcla de ketamina y xilacina (35 mg/kg de ketamina y 5 mg/kg de xilacina).

Se llevd a cabo la perfusion de los tejidos para su mejor fijacion y

conservacion lo mas estable posible. Se disecaron las extremidades posteriores.
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Se extrajeron los segmentos implantados, mas una porcion de aproximadamente
5 mm de nervio cidtico antes y después de la bioprotesis en la EPD y también se
obtuvo muestra de tejido nervioso de la EPI.

Se realizo el protocolo de inclusion, corte y tincidén de las muestras que se
describe a continuacion:

Los fragmentos se fijaron por perfusion de los tejidos y posterior
inmersion con paraformaldehido tamponado al 4% durante 24 horas a 4° C. Se
lavaron en tampon fosfato 0.1 M pH 7.4 en agitacion moderada durante 1 hora
para eliminar el exceso de fijador y se procesaron para ser incluidos en epoxi-
resina y seccionados con un microtomo de rotacion siguiendo un plano
longitudinal. Para observar la estructura general del corte a microscopia Optica
se realizaron cortes semifinos (de 1 um de espesor). La seccion semifina se
recogio sobre un portaobjetos y se tifid con solucion de azul de Toluidina (1%

de Azul de Toluidina en solucion de tetraborato sodico al 1%).

4.2.5. Estudio histolégico:

Se realiz6é mediante Microscopia de luz en campo claro.

Se evalud de forma cualitativa la presencia o ausencia de degeneracion y
regeneracion nerviosa.

El andlisis se llevo a cabo mediante la observacion a diferentes aumentos
panoramicos. Se valoraron tanto el tamafno, forma y disposicién de las fibras
nerviosas mielinicas, como la distribucion general del nervio. También se
tuvieron en cuenta otros factores como la presencia de cuerpos degenerativos
derivados de la mielina, presencia de macrofagos fagociticos y de células

gigantes de cuerpo extrafio, etc.
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5. Resultados:

A continuacién, se exponen los resultados obtenidos mostrando
unicamente algiin ejemplo de cada tipo de resultado, ya que pensamos continuar

analizando dichos resultados en posteriores estudios.

5.1. Desarrollo de las intervenciones quirdargicas:

Durante las operaciones realizadas se tomaron fotografias y videos para
tener constancia de las medidas de los defectos creados mediante neurectomia
asi como de los implantes colocados.

En general, los animales responden adecuadamente a la anestesia y a la
intervencion. No se produce un sangrado excesivo debido a que las masas
musculares se separan mediante una técnica de abordaje sin incision traumatica
de los paquetes musculares (Figura 3).

La correcta colocacion de las prétesis supuso un proceso de aprendizaje
costoso con problemas en los inicios para el dominio de las técnicas
microquirurgicas. Pudimos comprobar que, durante el proceso quirirgico, que
implicaba colocacion de un constructo de protesis tubular e implante autdlogo,
la pared exterior de acido poli(lactico-co-glicélico) no se desenrollaba al ser
colocada, pero si se observo cierta tendencia al colapso del tubo. El tubo de
PLGA no era facilmente atravesado por la aguja de sutura y presentaba una
relativa plasticidad y gran resistencia a la rotura en los puntos de tension

producidos por las suturas.
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Fig.3. Imagen A: se observa la sutura término-terminal aproximando los cabos proximal y distal en la
EPL de la cual se ha tomado el implante autdlogo que se aplico en la EPD. Implante ciatico autologo

(B). Implante aut6logo con protesis tubular de PLGA (C).
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5.2. Comportamiento motor:

En cuanto a la funcién motora, se examiné a los 21 dias post-intervencion
mediante las técnicas sefialadas en “Métodos”.

Los resultados fueron, en general, positivos mostrando cierta regeneracion
nerviosa. Aunque cabe sefialar que la recuperacion en la rata es superior a la
observada en humanos, incluso cuando las condiciones no son las dptimas.

Como ejemplo de este comportamiento motor, mostramos, a continuacion,

los resultados obtenidos por un animal en cada una de las pruebas.

Actividad en campo abierto:

Se observd que los sujetos mostraban confianza de movimientos y que
alcanzaban la periferia del circulo en escasos segundos. También subian rampas
y salvaban obstdculos sin mayor dificultad (Figura 4). En el grupo de ratas que
habian sido intervenidas quirtirgicamente, se observo una actividad similar a la
de la rata control. Por ejemplo, en uno de los individuos operados, la
deambulacion resultd ser de 45 cambios de seccidn en 2 minutos, vocalizd al
ser manipulada y se produjeron excreciones mientras se encontraba en el campo

abierto.
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Fig.4. Imagenes tomadas con camara de video durante la prueba de comportamiento en campo

abierto.

“Walking track” e indice Ciatico Funcional:

A partir de las huellas de las extremidades posteriores del “Walking track”,
el SFI fue calculado, como se observa en el ejemplo (Figura 5). En aquellos
sujetos en los que las EPI no es dafiada para tomar implante autélogo, esta
extremidad se puede usar como control o extremidad normal y la implantada se
toma como experimental. En el caso de este estudio, ambas extremidades
resultan dafiadas, por lo que el SFI debe calcularse a partir de otros individuos
que actien como control, con una extremidad normal. Se observo modificacion
en la forma de la huella, tanto en la EPI (donante) como en la EPD (receptora
del implante aut6logo).

El célculo del SFI sobre las Figura 5.C. y 5.D. nos da el siguiente
resultado: en la EPI, -112.2; en la EPD, -121.4.
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Fig.5. Las imagenes A y B muestran el aspecto de las extremidades en el momento de la
impregnacion en tinta de tampon. La EPI aparece coloreada de rojo y la EPD de azul. En un animal
control, se aprecia que hay mayor apoyo de los dedos y menor del talon (C). A diferencia de la
anterior, en un animal intervenido con neurectomia experimental, ambas extremidades muestran

mayor apoyo del taléon que de los dedos (D). Las medidas tomadas en C y D se emplearon para el

calculo del SFI.

5.3. Preparacion de la muestra:

Para realizar el estudio histoldgico se obtuvieron segmentos del nervio

intervenido asi como del nervio donante. En el momento de la toma muestras, el
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aspecto macroscopico y en observacion mediante microscopio estereoscopico,
era de buena cohesion del implante tanto con el cabo proximal como con el
distal. En el caso del implante con tubo de PLGA, se observo que el tubo

mostraba aspecto mas blanquecino y era mas fragil y quebradizo que en el

momento de implantarlo (Figura 6).

Fig.6. Aspecto de las muestras tras la perfusion con fijador. A: Se observa el trayecto del implante
unido al cabo proximal y al distal, con regla de medida (1cm). B: Prétesis tubular, con aspecto
blanquecino, muestra pérdida de transparencia y elasticidad. C: imagen del nervio en la extremidad

donante, en aquellos individuos en los que se realiza sutura término-terminal.

5.4. Histologia:

Las imagenes mads representativas obtenidas mediante observacion al
Microscopio de luz de los cortes histologicos, organizadas de cabo proximal a

cabo distal, son las que se describen a continuacion.
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Nervio normal:

En la rata control, podemos apreciar el aspecto de un nervio normal, tras el
procesamiento empleado para conservacion y tincion de las muestras. Esta
muestra nos servird como referencia a la hora de evaluar las histomorfologia de

las demas preparaciones (Figura 7).

Fig.7. Seccion transversal del nervio ciatico de la rata control. Tinciéon con Azul de toluidina.
Se observa la estructura del nervio normal, objetivo 40x. Se distingue el endoneuro. La vaina
de mielina que rodea a cada ax6on ha sido parcialmente eliminada por el procesamiento

histologico.



Cabo proximal:

Fig.8. Seccion transversal del cabo proximal a las 3 semanas post-intervencion. (A) se observa
la estructura mas similar a la del nervio normal, objetivo 10x. (B) se aprecian fibras mielinicas

normales, de mayor tamaiio y fibras mielinicas de menor tamaiio (flecha), objetivo 40x.
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En el cabo proximal, la distribucion de las fibras nerviosas se aproxima a
la de un nervio normal (Figura 7). El perineuro en el cabo proximal suele
aparecer algo engrosado. El epineuro de forma analoga parece practicamente
normal en la region proximal del nervio.

A pequefio aumento el aspecto es de fibras mielinicas de tamafio y
disposicion relativamente homogénea, similares al nervio normal, aunque a
mayores aumentos se distinguen importantes diferencias:

Cerca de la protesis aunque sin llegar a la misma, ya hay signos de
regeneracion: axones mielinizados grandes junto a pequefios axones que
proceden de retofiamiento del nédulo de Ranvier anterior.

El endoneuro no es muy abundante al igual que en los nervios control
normales. Las células de Schwann son més abundantes que en el nervio normal.
Estudiandolo con mayor detalle podemos distinguir entre las fibras mielinicas
de gran tamafio pequeias fibras mielinicas rodeadas todas ellas por el

citoplasma de las CS (Figura 8).

Protesis/Implante autologo:

A medida que avanzamos en el cabo proximal y en el implante, ya sea de
nervio autdlogo en solitario o unido a prétesis tubular, observamos cambios en
la estructura del tejido nervioso.

El perineuro también aparece engrosado. En el endoneuro se aprecia
mayor cantidad de células: algunas se identifican con CS.

El implante tiene una morfologia mas irregular y en seccion transversal si
distinguen axones mielinizados gruesos de 1 um. Ademas, a mayor aumento, se

observan grupos de CS con fibras pequefias y regeneradas (Figura 9).
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Fig.9. Seccion transversal en la zona de implante autélogo, se aprecia la forma circular del
nervio, asi como el epineuro, perineuro y endoneuro, objetivo 5x (A). Se aprecian unidades de
regeneracion: grupos de pequefias fibras nerviosas, CS y células alargadas de tipo endoneural,

40x (B). Unidades de regeneracion a mayor aumento, 100x (C).



Fig. 10. Seccion transversal a nivel de la parte distal del implante de nervio autélogo, en este
caso con protesis tubular. Se distingue la forma del tubo que rodea al implante autologo
(flecha), 5x (A). Se aprecian “bolas” de degeneracion y alguna fibra en regeneracion (flecha)

40x (B) y (C).



Mas distalmente, en el implante autélogo, y también en el implante con
prétesis tubular, se observan imagenes que se corresponden con regeneracion
nerviosa y con degeneracion. De manera caracteristica, se aprecian grupos de
CS en disposiciones paralelas, lo que se denomina bandas de Biingner, es decir,
fibras nerviosas mielinicas de pequeio didmetro y muy numerosas que

coexisten con fibras degeneradas procedentes del segmento transplantado

(Figura 10)

Cabo distal:

A pequefio aumento se distinguen las ramificaciones del nervio ciatico de
la rata en este punto (Figura 11.A.)

En general, en el cabo distal, a una distancia de 5-7mm del cabo proximal,
ya no se observan los axones mielinicos de pequeno tamafio. De manera que a
las 3 semanas tras la intervencion la longitud de regeneracidn de sitia en unos 6
mm.

Se observan imagenes que se corresponden con degeneracidn, parecida a
la degeneracion walleriana. Nuestros datos parecen indicar que en este punto
hay menor o ninguna regeneracion y menor cantidad de figuras de degeneracion

(Figura 11).



Fig.11. Corte transversal del cabo distal. Objetivo 5x, (A) Ramificaciones del ciatico en su
parte distal. Objetivo 40x (B) y 100x (C), se aprecia la disminucion en la presencia de

imagenes de degeneracion y de regeneracion.



6. Discusion:

Tras la lesiéon de un nervio periférico, se pueden observar diversos
trastornos anatdémicos y funcionales graves. La frecuencia de este tipo de lesion
se ve incrementada con ciertas tecnologias en las sociedades industrializadas
[31].

Uno de los factores cruciales para optimizar la regeneracion nerviosa y la
recuperacion funcional tras una lesidn en el sistema nervioso periférico es
minimizar el tiempo en el que el nervio en regeneracion alcanza su tejido diana.
En el musculo, por ejemplo, se produce un descenso progresivo en la capacidad
de recuperacion proporcional a la duracion de la denervacion [32].

Hasta el momento, la mejor manera de obtener regeneracidon nerviosa,
cuando no es posible la aproximacion de los cabos separados por la seccion, es
el injerto autdlogo. Se basa en la utilizacion de injertos de nervio sensitivo
procedentes del propio paciente para reparar un nervio motor [18]. Por ello, es
tan importante tener modelos de referencia con los que poder comparar
cualquier nueva técnica alternativa al uso de implantes autdlogos.

En este sentido, hemos realizado una serie de experimentos encaminados a
la estandarizacion en nuestro laboratorio de las técnicas propias del denominado
“patron de oro” (Implante autdlogo) para poder comparar posteriormente
nuevas técnicas y metodologias con el mismo.

Los métodos empleados presentan una serie de ventajas a la hora de llevar
a cabo nuestros objetivos. En cuanto a las técnicas microquirurgicas, favorecen
la utilizacion de un modelo animal en el cual testar los nuevos tratamientos
previamente a la traslacion de los descubrimientos a la clinica humana. El
modelo de neurectomia en la rata estd ampliamente respaldado por estudios
anteriores [11, 32].

Los métodos histologicos empleados mediante inclusion en epoxi-resina,

que es una técnica propia de la preparacion de muestras para microscopia
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electronica, permiten no solo una mejor observacion de los tejidos con
microscopia de luz, sino la posibilidad de analizarlos posteriormente con M.E.
de transmision.

En este estudio, no hemos profundizado en el uso de otras técnicas como
inmunohistoquimica, dado que, por el momento, nos ha parecido suficiente con
la observacion de la morfologia de las células mediante la tincion con azul de
toluidina.

Por otro lado, las pruebas de evaluacion de comportamiento motor
realizadas también se encuentran suficientemente establecidas. Aunque otros
autores emplean otras diferentes o alguna mas de apoyo: electromiografia,
medicion de la masa muscular, etc. [33,34]. Las pruebas que hemos escogido
muestran que hay cierta recuperacion funcional en los animales intervenidos.
Sin embargo, tendriamos que realizar més experimentos con el proposito de
demostrar diferencias estadisticamente significativas en la recuperacion de las
extremidades implantadas y las no implantadas o control.

En relacion con los mecanismos de regeneracion y degeneracion nerviosa
descritos hasta el momento en la literatura cientifica consultada, y a la vista de
los resultados obtenidos en nuestros experimentos, podemos afirmar que en las
neurectomias experimentales llevadas a cabo en este estudio y reparadas con
implante de nervio autdlogo, se cumplen los principios de degeneracion y
regeneracion siguientes: (Figura 12)

En el soma neuronal cuyo axdén sufre una lesion se producen las
alteraciones siguientes:

1. Cromatolisis: es decir, fragmentacion de los corpusculos de Nissl con la
consiguiente disminucidn de la basofilia citoplasmatica.

2. Aumento del volumen del pericarion.

3. Desplazamiento del nucleo hacia la periferia del pericarion.



En lo que se refiere a la fibra nerviosa, hay que diferenciar las alteraciones
de la parte que queda unida al cuerpo neuronal de las que tienen lugar en la
parte distal, que queda separada de éste y que no tiene forma de reponer sus
constituyentes. En la proximidad de la zona de lesion se produce la
degeneracidon del ultimo segmento intermodal de la fibra que queda unida al
pericarion (cabo proximal) y puede retofiar para alcanzar su diana fisioldgica.
Pero el crecimiento de estas fibras neuronales tiene lugar después de que los
restos alterados son eliminados por los macréfagos.

En el extremo distal, tanto el axén como la vaina de mielina muestran una
degeneracion total y son fagocitados por los macrofagos. Al finalizar el
procesamiento de estas alteraciones, las CS muestran proliferacion formando
columnas celulares compactas. Estas columnas sirven de guia para que los
axones puedan crecer durante la fase de regeneracion.

El segmento proximal de los axones crece y se ramifica formando varios
filamentos que progresan en la direccion indicada por las columnas de CS. No
obstante, Unicamente las fibras que se introducen en el interior de estas
columnas tienen posibilidades de alcanzar un 6rgano efector.

La eficacia funcional de la regeneracion depende de que las fibras se
introduzcan en el interior de las columnas de CS destinadas a las localizaciones
correctas. Por ejemplo, si las fibras sensitivas regeneradas de un nervio mixto
ocupan las columnas destinadas a las placas motoras del musculo estriado, no se
restablece la funcién del musculo. La posibilidad de recuperacion funcional
aumenta debido al hecho de que cada fibra en regeneracién da origen a varias

prolongaciones, y que de cada columna recibe prolongaciones de varias fibras

[].
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A) B) 2 semanas C)3semanas D)3 meses E) Algunos

Fig. 12. Representacion esquematica de las modificaciones que se pueden producir tras la
seccion de una fibra nerviosa. Tomado de Junqueira LC et al.: Histologia bésica, 6* ed. Masson,
2005. A) Fibra nerviosa normal. B) Tras una lesion la parte distal de la fibra nerviosa muestra
degeneracion y se produce fragmentacion de la mielina, que es fagocitada por los macrofagos.
C) La proliferacion de las CS da origen a una estructura cilindrica que ocupan los axones en
crecimiento. D) Si la regeneracion tiene éxito, la fibra muscular vuelve a presentar su diametro
normal. E) Cuando se pierde la parte distal de un nervio, como ocurre en la amputacion de un
miembro, las fibras nerviosas crecen formando una estructura nodular muy dolorosa en la

extremidad del nervio que se denomina neuroma de amputacion.

Nuestras imagenes histologicas muestran presencia de regeneracion en el
cabo proximal y los primeros tramos del implante autélogo, aunque en pocas
ocasiones alcanza el cabo distal. El periodo de supervivencia de 3 semanas es
relativamente corto y consideramos que con periodos de supervivencia mas
prolongados, muchas de las neuritas en regeneracion alcanzarian sus metas
funcionales.

En los casos en los que se realizd aproximacion mediante sutura de los

cabos proximal y distal, en la EPI, se aprecié union a nivel macroscopico entre
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los extremos, pero las muestras histologicas mostraron que la mayor parte del
tejido se trataba de tejido cicatricial. Cierta regeneracion podria ser explicada
porque en distancias pequefias, esta establecido que la sutura término-terminal
es la mejor opcidn para reparacion de lesion nerviosa [3], pero en este caso no
seria lo suficientemente pequeia para obtener una reparacion adecuada.

Con tan solo un ejemplo de la utilizacion de una proétesis tubular, no se
aprecian diferencias importantes en el grado de regeneracién con respecto al
implante autdlogo en solitario y se precisaria un tamafno muestral mayor para
poder decidir si efectivamente hay diferencias o no. Aunque se trata de una
metodologia compleja desde el punto de vista técnico y quirargico,
consideramos que esta via es interesante para continuar este estudio.

Cabe sefialar que aunque el apartado de “Resultados” contiene datos
originales, no se ha llevado a cabo el andlisis estadistico pertinente, siendo
comentados los hallazgos de otros autores en aquellas partes en las que nuestros
resultados no son suficientes para hacer una valoracion.

En estudios previos realizados por otros autores, se realizaron mediciones
de la longitud que alcanzan las fibras nerviosas en regeneracion, asi como la
velocidad de la misma, es decir en cudnto tiempo alcanzan dicha longitud. En
estos estudios, se lleva a cabo el analisis estadistico sobre las medidas obtenidas
y de este andlisis se extraen las conclusiones.

Nuestros resultados apuntan a una longitud de regeneracion de unos 7 mm
en 3 semanas, que si bien no es la velocidad maxima descrita en la literatura, de
1 mm/dia [35], es una buena velocidad de regeneracion. Aunque en nuestros
experimentos iniciales no se alcance la velocidad optima propia del “gold
standard”, si es una velocidad de regeneracion suficiente para observar que se
atraviesa la primera barrera: paso de las fibras en regeneracion del cabo
proximal al implante autologo.

Este retraso en la regeneracion de 3-4 dias, puede deberse a diferentes

factores, que, en un principio son dificiles de controlar: la cirugia es
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complicada, en ocasiones se puede producir un mal alineamiento de cabos e
implante, el tiempo de regeneracion de 3 semanas no es suficiente, etc.

Una menor deteccion de la regeneracion también puede deberse a que no
hemos utilizado métodos para detectar fibras nerviosas amielinicas. De todas
formas, los resultados iniciales a nivel de histomorfologia son positivos. Si
bien, como hemos indicado, 3 semanas de espera pueden suponer poco tiempo
para observar una recuperacion funcional mas clara.

Como conclusiones, comentaremos el grado de consecucion de los
objetivos planteados. Asi, el objetivo final del estudio seria llegar a obtener
mejoras en la técnica de autoinjerto trasladables a la practica en cirugia humana.
Los objetivos de este Trabajo de Fin de Master han sido mas modestos,
circunscribiéndose a realizar la investigacion y revision bibliogréafica previa a
dicho estudio y al aprendizaje de los métodos experimentales. Ademas de
comprobar en la préactica los hallazgos obtenidos por otros autores hasta el
momento, abriendo un campo de investigacion con el que poder continuar, por
ejemplo, con la realizacién de la Tesis Doctoral. En este sentido, consideramos
que hemos cumplido con el objetivo general y que hemos desarrollado los
objetivos concretos planteados.

Las alternativas al implante de nervio autdlogo que se consideran para
futuras investigaciones se basan en la utilizacién de algun tipo de protesis
tubular, en la linea de la empleada en uno de los experimentos de este estudio.
Ademas podria ser de gran utilidad la adicion de factores de crecimiento
especificos de tejido nervioso, cuya liberacion se podria regular para una
Optima actividad regeneradora [11].

Para finalizar, nos gustaria reiterar la gran importancia socio-sanitaria de
estas lesiones, de la que se deriva la relevancia de la investigacion en este
campo. Una mejor comprension de los mecanismos de regeneracion del sistema
nervioso periférico ayudara a resolver los problemas referentes a resolucion de

lesiones en los nervios periféricos, asi como a mejorar la regeneracion y
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disminuir el tiempo de la misma para una mejor recuperacion funcional. Todas
estas mejoras incrementarian la calidad de vida de los pacientes y podrian ser
aplicadas también en investigacion para regeneracion del sistema nervioso

central.
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