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Las lesiones de los nervios periféricos tienen como consecuencia la pérdida total o
parcial de las funciones motoras, sensoriales y autonomas correspondientes a las areas
denervadas del cuerpo. Esto es debido a la interrupcion de la continuidad de los axones, a
la degeneracion de las fibras nerviosas distales a la lesion y a una eventual muerte de las
neuronas axotomizadas. Las lesiones del sistema nervioso periférico son un problema
bastante comudn y pueden derivar en una sustancial pérdida de funcionalidad y en la dis-
minucion de la calidad de vida debido a la permanente disminucion de las funciones mo-
toras y sensoriales. Ademas, pueden dar lugar a otros problemas secundarios, como son
los dolores neuropaticos. Estas patologias tienen una gran repercusion social en términos
de tratamiento sanitario y largos periodos de incapacidad (Jaquet et al., 2001; Rosberg et
al., 2005). En Europa se dan mas de 300.000 casos al afio de lesiones del sistema nervioso
periférico. A pesar de la reparacion quirdrgica, la discapacidad suele perdurar durante el

resto de la vida de muchos pacientes (Nicholson y Verma, 2004; Taylor, 2006).

Sin embargo, el sistema nervioso periférico, al igual que otros muchos tejidos del ser
humano adulto, es capaz de repararse y de regenerarse. Ramaén y Cajal ya observé que tras
la axotomia, se originaban numerosas ramificaciones desde cada axén, inervando varios
tubos de células de Schwann en el extremo distal de la lesion (Ramén y Cajal, 1928).
Ramoén y Cajal también demostrd el fendmeno del neurotropismo (quimiotropismo), por
el cual los axones en regeneracion crecian preferentemente a través del segmento distal
del nervio y no a través de otros tipos de tejidos (Ramén y Cajal, 1928). Los axones de las
motoneuronas en el sistema nervioso periférico, al contrario que en el sistema nervioso
central, tienen una gran capacidad de regeneracion. Las neuronas sensitivas primarias tie-
nen también la capacidad de regenerar su axon lesionado. Esta capacidad, sin embargo, es
mucho mayor para el axon periférico de la neurona sensitiva que para la rama del axon
que se dirige centralmente (Donnerer, 2003). Esto podria explicarse por los factores neu-
rotroficos presentes en el tejido periférico que favorecen el crecimiento de las neuritas.
Sin embargo, la rama del axén que se dirige hacia el sistema nervioso central se encon-

trara tejido glial inhibidor en la zona de la raiz dorsal (Ramer et al., 2002).

Una lesién nerviosa es diferente de la mayoria de las lesiones de otros tipos de tejidos
del organismo, ya que no requiere tan solo una reparacion local. La seccion de los axones
tiene implicaciones en toda la longitud de la neurona (esto es, desde el cuerpo celular en

la médula espinal o en el ganglio raquideo, hasta las dianas terminales) y el proceso de
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reparacion implica el crecimiento de neuritas a lo largo de grandes distancias. Ademas, al
contrario que otros tipos de lesiones en el organismo, la lesion del nervio tiene conse-
cuencias funcionales inmediatas para el cerebro en términos de rapidas reorganizaciones

en la corteza cerebral (Lundborg, 2000; Navarro et al., 2007).

El tejido nervioso, debido a su complejidad y a sus conexiones de larga distancia, se
repara en realidad mediante una verdadera regeneracion. La reparacion mediante cicatri-
zacion no permitiria restablecer la correcta conectividad eléctrica (Fine et al., 2000). Des-
de las primeras descripciones de la degeneracion y regeneracion del sistema nervioso por
parte de August Waller (1850) y de Santiago Ramdn y Cajal (1928), numerosos autores
han propuesto diversas aproximaciones experimentales para la reparacion quirirgica de
las lesiones por seccion de los nervios periféricos (Sunderland, 1951; Swaim, 1972;
Johnson et al., 2005) y para la regeneracion de grandes extensiones de tejido nervioso
perdido (Lundborg, 2000; 2004). Desde hace unos afios la Ingenieria Tisular propone
nuevas aproximaciones experimentales para la reparacion y regeneracion de los nervios
periféricos lesionados. Asi, a mediados de los afios 80 se empezaron a emplear materiales
naturales y sintéticos para la fabricacion de tubos para reparar grandes lesiones de los ner-
vios. El concepto de protesis tubular se apoya en tres hipotesis: A) La regeneracién ner-
viosa puede ser favorecida si el traumatismo quirtrgico se minimiza. B) Un pequefio es-
pacio entre los cabos seccionados dentro del tubo puede incrementar las posibilidades de
actuacion de los mecanismos neurotrépicos y neurotroficos. C) Un sistema cerrado permi-
tiria la acumulacion de los factores de crecimiento que son liberados por el tronco nervio-
so tras la lesion (Lundborg, 2000). El objetivo es utilizar materiales naturales y artificiales
para obtener un tejido semejante al biologico con las propiedades adecuadas para la repa-

racion tisular.

Todos los tejidos, desde un punto de vista general, estan formados por células y ma-
triz extracelular. La matriz extracelular juega un papel fundamental proporcionando un
medio ambiente favorable para las células y manteniendo de la estructura propia de cada
tejido. Ademas, numerosas moléculas bioactivas intervienen en la comuncacion celular en
el medio ambiente tisular. De esta manera, los tres elementos basicos que necesita la In-
genieria Tisular son: células, un armazon o matriz extracelular y sefiales celulares como,

por ejemplo, factores de crecimiento (Johnson et al., 2005).



En el primer blogue de esta Introduccion se hard una breve introduccién a la Biologia
normal del nervio periférico y sequidamente se analizaran sus componentes segun las ne-
cesidades de la Ingenieria Tisular del nervio. A continuacion se resumiran los eventos
sucedidos en un nervio periférico en regeneracion y por Gltimo se estudiaran las estrate-
gias de la Ingenieria Tisular encaminadas a la reparacion y regeneracion de un nervio sec-

cionado.






1.1. Biologia del nervio periférico

El nervio periférico es una estructura en forma de cable por el cual discurren cientos o
miles de axones. Los troncos nerviosos periféricos forman conexiones entre el cerebro o
la médula espinal y todos y cada uno de los muasculos esqueléticos del organismo a traves
de axones motores. También conectan los 6rganos sensoriales con el cerebro y la médula
espinal a través de los axones sensoriales. Ademas, conectan el sistema nervioso central
con la musculatura lisa, las glandulas sudoriparas, los vasos sanguineos y otras estructuras
del sistema nervioso auténomo (Delgado et al., 1998; Johnson et al., 2005; Zochodne,
2008).

La unidad bésica de un nervio periférico es la fibra nerviosa, que se define como la
asociacion de uno o varios axones neuronales con una serie de células de Schwann (Fine
et al., 2000). Los nervios raquideos o espinales son nervios mixtos: contienen fibras afe-
rentes sensitivas y fibras motoras eferentes que conducen impulsos relacionados con la
funcién motora desde la médula espinal a los 6rganos efectores (Delgado et al., 1998). El
cuerpo celular de las neuronas sensitivas se encuentra en un ganglio espinal o ganglio
raquideo de un nervio espinal. Estas neuronas presentan una morfologia pseudounipolar:
no presentan dendritas y su axon se bifurca en dos ramas, una que se dirige a la periferia y

otra hacia el sistema nervioso central (Kandel et al., 2000).

Esquema de una neurona sensitiva del ganglio raquideo mostrando su tipica morfologia pseudou-
nipolar. El pericarion esta rodeado por células satélite. llustracion de Scott Rogers para
Zochodne, 2008.

Las ramas centrales de los axones sensitivos forman la denominada raiz dorsal. Estos

axones van a penetrar en la médula espinal por el surco posterolateral del asta dorsal
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(Delgado et al., 1998). La rama periférica del axon de la neurona ganglionar discurre por
el nervio hasta su destino final en los diversos 6rganos receptores. El terminal de este
axon es la unica parte de la neurona sensitiva que responde a estimulos naturales. Las
propiedades del terminal nervioso determinan la funcion sensorial de cada una de estas
neuronas (Kandel et al., 2000). Los mecanoceptores y los propioceptores estan inervados
por neuronas ganglionares raquideas con axones mielinizados de gran diametro (de 5 a 12
pum), que conducen rapidamente los potenciales de accion. Los receptores téermicos y los
nociceptores tienen axones de pequefio didmetro, no mielinizados o con tan solo una fina
capa de mielina; estos axones conducen los impulsos mas lentamente (Kandel et al.,
2000).

Las neuronas motoras o motoneuronas, a diferencia de las neuronas sensitivas de los
ganglios raquideos, presentan arboles dendriticos que surgen directamente del soma. El
cuerpo celular de las motoneuronas se encuentra en las astas ventrales de la médula espi-
nal, donde sus dendritas reciben informacion superior de caracter motor. Cada motoneu-
rona origina un unico axon, de aproximadamente 5 a 10 um de diametro. En el segmento
inicial del axon se integran las sefiales recibidas de otras neuronas y se genera el potencial
de accion (Kandel et al., 2000). Los axones de las motoneuronas salen de la médula espi-
nal por el surco anterolateral, formando la raiz ventral. La raiz ventral se une a la raiz dor-
sal a nivel del orificio de conjuncion de la columna vertebral. Desde este punto el tejido
conectivo envuelve ambos componentes —eferente y aferente- dandoles el aspecto de uni-

dad anatémica que conocemos como nervio espinal o raquideo (Delgado et al., 1998).

col boay
of
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Esquema de la localizacion de los elementos neuronales que forman el nervio periférico. Adapta-
do de Kandel et al., 2000.



1.1. Biologia del nervio periférico

1.1.1. Estructura histologica del nervio periférico

Cualquiera de los grandes troncos nerviosos, como el nervio ciatico, contienen una
gran variedad de axones de diferentes tipos: hay axones mielinizados grandes (axones
motores o y axones sensitivos Aa), axones mielinizados de pequeiio calibre (axones mo-
tores v y axones sensitivos AP y Ad), y también axones amielinicos (axones sensitivos C y
autonomos). Las aproximaciones histoldgicas clasicas no pueden distinguir si los axones
mielinizados son motores o sensitivos (Zochodne, 2008). Las técnicas de inmunodetec-

cion y los marcadores genéticos permiten diferenciar entre los distintos tipos de axones.

Desde el punto de vista estructural, los axones conductores de sefiales de las neuronas
sensitivas y de las motoras presentan componentes similares. El interior del axon esta
ocupado por el axoplasma, que es la continuacion citoplasmica del soma neuronal
(Kandel et al., 2000). El axoplasma presenta varias zonas funcionales diferentes que in-
tervienen en el transporte de nutrientes y componentes bioquimicos esenciales desde el
cuerpo celular hasta el terminal axénico. Los microfilamentos se distribuyen en la region
préxima a la membrana celular, mientras que los filamentos intermedios y los neurotibu-
los se reparten por el axoplasma. Los axones periféricos presentan cinco tipos de proteinas
de filamentos intermedios: la periferina, la a-internexina y tres subunidades de los neuro-
filamentos (Lariviere y Julien, 2004). La membrana celular que limita al axoplasma se
denomina axolema (Zochodne, 2008). Asociada al axdén se encuentra la célula de
Schwann, que proporciona soporte estructural y equilibrio quimico a las neuronas del sis-
tema nervioso periférico (Fine et al., 2000). La célula de Schwann se puede reconocer a
nivel de ultraestructura por su tipico revestimiento externo: la lamina basal. La micros-
copia electrénica de transmision pone de manifiesto un nacleo palido, sin condensaciones
nucleares o irregularidades. La mayoria de las células de Schwann también presentan el
citoplasma claro y s6lo una pequefia parte (menos de un 5%) tienen citoplasmas mas elec-
trodensos. En la mayoria de los casos no se observan organelas prominentes. (Morris et
al., 1972; Berthold et al., 2005).

La célula de Schwann puede envolver uno 0 mas axones originando asi una fibra ner-
viosa. Una fibra nerviosa mielinica se compone de segmentos mielinicos en los que una
célula de Schwann envuelve a un Unico axén (de un didmetro aproximado de 1 a 30 um).

La membrana plasmatica de esta célula de Schwann forma una estructura lamelar en espi-
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ral alrededor del axon. La vaina de mielina es una doble espiral lipoproteica que actla
como aislante y acelera la transmision del impulso nervioso a lo largo del axon y por lo
tanto, es muy importante para los movimientos reflejos rapidos, como el reflejo rotuliano
(Zorick y Lemke, 1996). Tanto la estructura laminar como su composicion bioquimica
son consecuencia de cdmo se forma la mielina a partir de la membrana plasmatica. Duran-
te el desarrollo del sistema nervioso periférico, antes de que tenga lugar la mielinizacion,
los axones se sittian en una depresion formada en la célula de Schwann. Estas se disponen
en hilera a lo largo del axon. La membrana plasmatica de cada célula de Schwann rodea
un Unico axon y al cerrarse forma una estructura de doble membrana llamada mesoaxon,
que se alarga y se enrolla en torno al axén en capas concéntricas. El citoplasma de la célu-
la de Schwann queda reducido al minimo a medida que se compactan las laminillas de la
mielina madura (Kandel et al., 2000). Cada célula de Schwann y su vaina de mielina aso-
ciada delimitan una zona en la longitud de la fibra nerviosa. Esta region se denomina
segmento o zona internodal. Los espacios entre dos zonas internodales se conocen como
nodos de Ranvier. En los nodos de Ranvier se acumulan canales de Na* necesarios para la

conduccion saltatoria del estimulo nervioso (Novakovic et al., 1996; Custer et al., 2003).

Las fibras nerviosas amielinicas (o fibras de Remak) tienen otra organizacion mor-
folégica. Numerosos axones de pequefio diametro (de 0.4 a 1.2 um) estan rodeados por
invaginaciones o pseudopodos de una célula de Schwann sin formar vainas de mielina
(Navarro et al., 2007; Zochodne, 2008).

Rodeando la fibra nerviosa, ya sea mielinica o amielinica, se encuentra la lamina ba-
sal formada por las células de Schwann, que es continua en los nodos de Ranvier en las
fibras mielinizadas (Ide, 1996). Esta estructura sirve como limite histoldgico entre los
elementos neurales y los del tejido conectivo del nervio periférico. Adyacente a la ldmina
basal esta el endoneuro. El endoneuro es un estroma fibroso compuesto por fibroblastos,
elementos vasculares y una doble capa de fibras de colageno de tipos I y 11l (Matloub y
Yousif, 1992). La envuelta endoneural interna, alrededor de las fibras méas gruesas, es una
estrecha zona de fibras delgadas de colageno con orientacion circular y oblicua que se
extiende hacia el espacio nodal. Externamente a ésta, una capa de fibras de colageno mas
gruesas con orientacion longitudinal (paralela al eje mayor del tronco nervioso) forman la

envuelta endoneural externa o vaina de Key y Retzius, que cruza los nodos (Thomas,
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1963). Ushiki e Ide (1986) observaron que las fibras de colageno de la envuelta endoneu-

ral interna estan estrechamente asociadas con la lamina basal de las células de Schwann.

Las fibras nerviosas y sus envueltas endoneurales se asocian formando grupos llama-
dos fasciculos o funiculos. Un fasciculo nervioso esta rodeado por una envuelta de fibras
de coladgeno de mayor didmetro denominada perineuro. El perineuro esta constituido por
entre 7 y 15 ldminas de tejido conectivo en disposicion circular. Las células perineurales
estan interconectadas mediante uniones estrechas (zénula occludens) y uniones tipo GAP
(Chandross, 1998), formando capas separadas por fibras de colageno tipo IV (Osawa y
Ide, 1986). Las células perineurales presentan una lamina basal formada por colageno,
fibronectina, laminina y glicosaminoglicanos. Aunque hay una gran controversia, se acep-
ta que son de origen fibroblastico (Bunge et al., 1989). Las uniones estrechas entre las
células perineurales y la presencia de los elementos vasculares forman parte de la barrera
hematonerviosa (Walker et al., 2004), de manera que el perineuro actia como membrana
selectiva de difusion. El perineuro se extiende hacia el interior del fasciculo separando los
grupos de fibras nerviosas mediante septos intrafasciculares. Englobando los fasciculos
esta la cubierta externa del nervio, el epineuro, que es una red laxa de colédgeno (sobre
todo de tipo 1), elastina y fibroblastos. La capacidad de los nervios para deformarse elasti-
camente sin llegar a romperse es debida a la resistencia a la tension y a la elasticidad pro-

pias del epineuro (Zochodne, 2008).

Esquema de la organizacion jerarquica de un nervio periférico en el que se puede apreciar la rica
red de aporte sanguineo. Adaptado de Lundborg, 1988.
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El aporte sanguineo a los nervios periféricos se lleva a cabo mediante pequefias arte-
riolas nutricias que se arborizan en una extensa red de capilares formando los vasa nervo-
rum. Las arteriolas nutricias surgen a intervalos irregulares y se extienden siguiendo el eje
del tronco nervioso rodeadas por un delicado tejido conjuntivo denominado mesoneuro.
Después de atravesar el epineuro, los vasos se ramifican y se alinean paralelos al eje del
fasciculo. Esta segunda generacion de vasos corre paralela a los vasos epineurales. La
ramificacion terciaria nutre a cada fibra nerviosa individual por medio de un plexo axon-
capilar. Numerosas anastomosis entre las ramas perineurales y los vasos de los axones
aseguran el aporte vascular colateral adecuado en casos de interrupcion parcial del nervio
(Matloub y Yousif, 1992).

1.1.2. La célula de Schwann

La célula de Schwann es un tipo de célula glial exclusivo del sistema nervioso perifé-
rico. La mayor parte de las células gliales de un nervio raquideo son células de Schwann.
Las células de Schwann acomparian a todos los axones de los nervios periféricos: sensiti-
vos, motores y autdnomos. Dependiendo de su relacion con los axones a los que acompa-
fien, las células de Schwann se pueden clasificar en dos tipos: mielinizantes y no mielini-
zantes (Zochodne, 2008). Las primeras elaboran vainas de mielina alrededor de axones de
gran didmetro que son comparables en estructura y funcion a aquéllas fabricadas por los
oligodendrocitos en el sistema nervioso central (Jessen, 2004). Estas vainas de mielina
funcionan como aislante y son esenciales para la conduccién rapida de los potenciales de
accion nerviosos (Zorick y Lemke, 1996). Las células de Schwann no mielinizantes pare-
cen tener funciones metabolicas y de soporte mecanico (Jessen, 2004). Estas células se
asocian a varios axones de pequefio calibre sin enrollarse entorno a ellos, dando lugar a
fibras nerviosas de baja velocidad de conduccion (Zorick y Lemke, 1996). Las células de
Schwann mielinizantes y las células de Schwann no mielinizantes son facilmente distin-
guibles entre si por su diferente expresion génica. Las primeras expresan altos niveles de
genes especificos de la sintesis de mielina, como los genes para las proteinas PO y para la
protefna bésica de la mielina (MBP)" (Lee et al., 1997; Beirowski et al., 2005; Guertin et

al., 2005). Por el contrario, las células de Schwann no mielinizantes generalmente no ex-

1 MBP son las siglas inglesas de Myelin Basic Protein.
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presan estos genes, y en su lugar presentan una serie de marcadores amielinicos que tam-
bién se expresan en las células de Schwann inmaduras, tales como proteina glial fibrilar
acidica (GFAP)? o el receptor de neurotrofinas p75™ '~ (Hall et al., 1997; Bradley et al.,
1998). Las células de Schwann maduras, tanto mielinizantes como no mielinizantes,
muestran una fuerte inmunorreactividad a la proteina ligante de calcio S100 (Stefansson et
al., 1982b; Sugimura et al., 1989; Baimbridge et al., 1992; Vega et al., 1996).

Las células de Schwann de los nervios periféricos tienen su origen en las crestas neu-
rales (Le Douarin et al., 1991; Marusich y Weston, 1991; Jessen y Mirsky, 1992; Bronner-
Fraser, 1993). Las células de las crestas neurales daran lugar a los precursores de las célu-
las de Schwann (Zorick y Lemke, 1996). Las crestas neurales también dan lugar a otros
tipos de células gliales del sistema nervioso periférico, tales como la teloglia de los termi-
nales motores somaticos, las células satélite asociadas a los somas neuronales en los gan-
glios sensoriales, simpaticos y parasimpaticos, y la glia entérica de los ganglios del intes-
tino (Pannese, 1981; Gershon et al., 1993). Probablemente las crestas neurales no sean la
Unica fuente de glia periférica. Parece ser que algunas células de Schwann de las raices
ventrales se originan en la parte ventral del tubo neural y que algunas células satélite y
células de Schwann de los ganglios raquideos surgen de células neuroepiteliales de la
médula espinal antes de la conclusion de la migracién de las células de las crestas neura-
les (Rickmann et al., 1985; Loring y Erickson, 1987; Lunn et al., 1987; Carpenter y
Hollyday, 1992).

El origen de las células de Schwann y la morfogénesis del nervio periférico son suce-
sos paralelos. Antes del inicio de la gliogénesis en la médula espinal, las células de la
cresta neural originan los primeros precursores de las células de Schwann (Zorick y
Lemke, 1996), se mezclan entre los axones de los nervios primordiales y atraviesan los
tejidos embrionarios en busca de sus dianas distales para establecer los nexos entre el sis-
tema nervioso central y el resto del organismo (Mirsky y Jessen, 1996). El primer encuen-
tro entre las células derivadas de la cresta neural y los axones probablemente tiene lugar
en la parte anterior de los somitos que se sitian a ambos lados del tubo neural. Los axones
y las células de las crestas neurales estan canalizados hacia estos lugares simultaneamente

durante el desarrollo (Rickmann et al., 1985; Loring y Erickson, 1987).

2 GFAP son las siglas en inglés de glial fibrillary acidic protein.
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Todas las células de las crestas neurales expresan el factor de transcripcion SOX10
(sex determining region Y box 10). Sox10 es el Gnico gen conocido que es necesario para
la generacion de la sucesion glial a partir de células troncales de las crestas neurales.
SOX10 parece estar presente en todas las células migratorias de las crestas neurales
(Britsch et al., 2001). La expresion persiste en la glia satélite en desarrollo en los ganglios
raquideos y en los precursores de las células de Schwann (PCS) de los nervios espinales,
pero esta muy reducida en neuronas primordiales (Le Douarin et al., 1991). De acuerdo
con estos datos, ratones en los que el gen Sox10 esté inactivado, carecen de glia satélite y
de PCS, mientras que las neuronas se presentan inicialmente en nimero normal (Le
Douarin et al., 1991; Jessen y Mirsky, 1998; Britsch et al., 2001).

Los nervios embrionarios primordiales son columnas compactas construidas exclusi-
vamente por la asociacién de axones y de precursores de las células de Schwann (PCS).
En la rata, a los 14 dias de edad embrionaria (E 14)* los nervios de las extremidades cons-
tan de axones y PCS (Jessen y Mirsky, 1998). Los PCS se localizan en los méargenes ex-
ternos de los nervios y emiten procesos laminares hacia su interior, conectandose entre si
y englobando un gran nimero de axones (Jessen y Mirsky, 1998; 2002). Estos nervios son
estructuras compactas: no hay espacios significativos de tejido conjuntivo ni en forma de

andamiaje ni como cubierta protectora. Tampoco hay vasos sanguineos.

Para regular su supervivencia, los PCS dependen enteramente de sefiales procedentes
de los axones, probablemente mediadas por la B-Neurregulina 1 (NRG1) (Dong et al.,
1995; Cheng et al., 1998; Dong et al., 1999). El control de la superviviencia de los PCS
por parte de los axones identifica una fase temprana del desarrollo del nervio en la que las
neuronas Yy las células gliales dependen las unas de las otras para su supervivencia. Una
posibilidad interesante es el control de la supervivencia neuronal por los PCS a través de
la sefalizacion retrograda (“back signaling™) del dominio intracelular de la NRG1 (Bao et
al., 2003; Falls, 2003). Si este fuera el caso, la supervivencia mutua de neuronas y glia en
los nervios embrionarios se podria asegurar por un efecto bidireccional de la misma inter-

accion molecular, que no seria otra que la union de NRG1 con los receptores ErbB2 y

* En la literatura solamente hay disponibles datos concretos sobre la cronologia de la formacién de las célu-
las de Schwann y del nervio periférico para rata y ratén, en trabajos publicados sobre todo por Jessen y
Mirsky. Sin embargo, los hitos en la gliogénesis podrian ser extrapolados al conejo, con 32 dias de gesta-
cidn, ya que se da una gran homologia entre los primeros sucesos de la vida embrionaria de unos y otros
(Edwards, 1968; Noden y de Lahunta, 1990).
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ErbB3 (Citri et al., 2003). Una de las funciones de los PCS y de las células de Schwann
inmaduras es la de proporcionar sefiales esenciales de supervivencia a las neuronas en

desarrollo (Aguayo et al., 1981).

Los PCS se convierten en células de Schwann inmaduras entre los dias E 15y E 17
de la rata (E 13 — E 15 en ratones). La transicion entre PCS y celula de Schwann esta liga-
da a una importante fase en la organogénesis de los nervios periféricos y coincide con el
principal cambio en la arquitectura celular de los nervios periféricos (Jessen y Mirsky,
1991). En este periodo se dan cambios coordinados en la expresion molecular y respuestas
a sefiales de supervivencia y mitdgenos. El control de la transicion entre PCS y célula de
Schwann inmadura esté relacionado con la aparicion de algunos factores de transcripcion.
La proteina activadora 20 (AP2a) seria un factor de regulacion negativa, ya que no esta
presente en células de Schwann generadas in vivo (Jessen y Mirsky, 2002). La expresion
forzada de AP2a en PCS retrasa la aparicion de las células de Schwann in vitro. Otro re-
gulador negativo de la formacion de las células de Schwann es la endotelina. Las endote-
linas y sus receptores estan presentes en los nervios embrionarios. En ratas con mutacio-
nes en los genes para los receptores de endotelina B, las células de Schwann aparecen
prematuramente (Eccleston et al., 1987a). La Neurregulina 1 es un regulador positivo de
la transicién PCS-célula de Schwann. En experimentos in vitro se ha observado que la
NRG1 acelera la conversion de los PCS en células de Schwann y que aumenta la supervi-
vencia y la proliferacion de los PCS (Dong et al., 1995; Cheng et al., 1998; Jessen y
Mirsky, 1998; Garratt et al., 2000). La activacion de Notch también incrementa la genera-
cion de células de Schwann a partir de PCS in vitro (Li et al., 2004; Woodhoo et al.,
2009).

El tejido conjuntivo comienza a penetrar en los nervios, que se vuelven vasculariza-
dos, y una nueva capa de perineuro aparece en la superficie externa (Jessen y Mirsky,
1998). Hacia el dia E 18 los nervios estan formados por fasciculos irregulares de celulas
de Schwann inmaduras que se encuentran rodeando en conjunto a grandes grupos de axo-
nes (similares a los de los individuos neonatos) que estan rodeados, a su vez, por tejido
conectivo que contiene fibroblastos endoneurales y vasos sanguineos (Jessen y Mirsky,
1998). Esta es la relacion bésica entre el tejido nervioso, el tejido conectivo y los vasos

sanguineos que se aprecia en los nervios adultos.
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El punto final del desarrollo de la célula de Schwann es su especializacion en células
mielinizantes y no mielinizantes que envuelvan axones de gran didmetro y de pequefio
diametro respectivamente. El tipo de axon al que se asociaran determina el destino post-
natal de las células de Schwann inmaduras, siendo activada la mielinizacion selectiva-
mente en aquellas células que envuelvan un Unico axon de gran calibre (Kelly et al.,
1992). Como resultado del contacto axonal, las células de Schwann mielinizantes produ-
cen el glicolipido galactocerebrésido (GalC) especifico de diferenciacion alrededor de la
edad E 18, cuando los axones de mayor calibre se empiezan a asociar en relacion 1:1 con
las células de Schwann, fenomeno conocido como “radial sorting” (Jessen et al., 1985;
Eccleston et al., 1987b; Raphael et al., 2011). Las células de Schwann no mielinizantes
expresan GalC mucho mas tarde, entre la segunda y la quinta semana de vida postnatal
(Jessen et al., 1985; Jessen et al., 1987). El contacto intimo con los axones es también
necesario para la expresion de un segundo glicolipido, el sulfatido, el cual es identificado
por el anticuerpo O4 (Sommer y Schachner, 1981; Mirsky et al., 1990). Sin embargo, al
contrario que GalC, el marcador O4 esta presente en ambos tipos de células de Schwann
en estadios tempranos del desarrollo del nervio ciético de la rata (Mirsky et al., 1990).
Hacia E 18, las células de Schwann también presentan otro conjunto de proteinas tales
como A5E3, Ran-1y GFAP (Jessen et al., 1990). En las células de Schwann no mielini-
zantes la expresion de Ran-1, ASE3 y de GFAP persiste durante la edad adulta, mientras
que estas tres proteinas ven disminuida su expresion en las células mielinizantes (Jessen
et al., 1990). Aumentan, sin embargo, las proteinas relacionadas con la sintesis de mieli-
na, como la PO (Morgan et al., 1991; Lee et al., 1997) o la MBP (Beirowski et al., 2004;
Guertin et al., 2005). De esta manera, es el axon el que determina finalmente el fenotipo
de la célula de Schwann. Una isoforma transmembranal de la NRG1 presente en el axon,
la NRG1 de tipo Il es la responsable de la mielinizacion (Taveggia et al., 2005; Nave y
Salzer, 2006). El nivel de NRG1 tipo Il en el axon, més que el didmetro del axon, parece
ser la sefial clave para la mielinizacién (Taveggia et al., 2005). Los axones amielinicos del
sistema nervioso autonomo expresan niveles bajos de NRGL1 tipo Il en su superficie. Sin
embargo, las neuronas de los ganglios raquideos expresan grandes cantidades de NRG1
tipo Il y sus axones estan fuertemente mielinizados (Nave y Salzer, 2006). Se requiere un
tamafio determinado del axén para que la célula de Schwann lo mielinice. Este tamafio del
axon esta determinado, en parte, por la cantidad de NRGL1 tipo Il asociada a la membrana

del axén (Nave y Salzer, 2006). La mielinizacién de los axones comienza en el momento
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del nacimiento y se prolonga en siguientes etapas postnatales (Lai, 2005; Lemke, 2006;
Jessen y Mirsky, 2008). Esto requiere un cambio radical en las relaciones celulares de los
nervios embrionarios tardios, que permita a las células de Schwann individuales asociarse
a un unico axén de gran didmetro y comenzar su mielinizacién. Al mismo tiempo, el
numero de las células de Schwann se ajusta controlando su supervivencia y proliferacion
(Grinspan et al., 1996; Syroid et al., 1996). Dado que el periodo de muerte neuronal pro-
gramada terminé mucho antes, no parece ser el responsable de la regulacion de las tasas
de supervivencia y proliferacion de las células de Schwann. Ya que la disponibilidad de
NRG1 axonal esta restringida, tan sélo aquellas células de Schwann en contacto directo
con el axon sobreviven (Garratt et al., 2000). El TGFp (transforming growth factor-f3)
también se encuentra en nervios embrionarios y la expresion de su receptor de tipo Il se
reduce alrededor de E 19, coincidiendo con la salida del ciclo celular de las células de
Schwann (Einheber et al., 1995).

La mielinizacion prematura parece estar evitada por la actuacion de unos sistemas de
sefiales que actan como frenos de la mielinizacién. Hay varias rutas de sefializacion acti-
vas en las células de Schwann inmaduras que inhiben la diferenciacion de la mielina. Por
ejemplo, la ruta de la kinasa c-Jun (N) amino terminal (JNK) esta activa en las células de
Schwann entre E 18 y el nacimiento, ya que es necesaria para la sefializaciéon de NRG1 y
TGFp (Eccleston et al., 1989; Fan y Gelman, 1992; Einheber et al., 1995). Estas rutas se
suprimen al inicio de la mielinizacién. Si la ruta JNK continGa activa, la mielinizacion en
cocultivos de neuronas y células de Schwann se ve blogueada y se inhibe la expresion de
genes de mielina, que normalmente se daria como respuesta a sefiales promielinizantes
tales como KROX20 o el incremento de AMP ciclico (Morgan et al., 1991; Monje et al.,
2006). De igual forma, la activacion de la cascada de sefializacion de Notch promueve la
proliferacion de las células de Schwann inmaduras, pero es inactivada a medida que la
celula comienza la mielinizacion, y si se evita esto, la mielinizacion se bloquea (Li et al.,
2004; Jessen y Mirsky, 2008). Un patron analogo se observa en los factores de transcrip-
cion PAX3 y SOX2: se expresan antes de la mielinizacion y estan involucrados en la pro-
liferacion. Su expresion se reduce en las células mielinizantes y ejerce un efecto negativo

en la diferenciacion de la mielina (Jessen y Mirsky, 2002; 2008).

La mielinizacidn se activa por la inhibicidn de estas rutas junto con la activacion de

rutas promielinicas, relacionadas con los factores de transcripcion KROX20 (Woodhoo et
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al., 2009), el factor de transcripcién OCT6 y la proteina BRN2?, las proteinas ligantes de
NGFI-A 1 y 2 (NABL/2), la cascada de sefializacion de la fosfatidilinositol kinasa 3
(PI3K) y el oncogén homélogo al sarcoma viral v-ski (SKI1) (Jessen y Mirsky, 1992).

1.1.3. La lamina basal y la matriz extracelular

Las ldminas basales estadn constituidas por una matriz extracelular organizada en ca-
pas delgadas (40 — 120 um) y flexibles que subyacen a las superficies y conductos epite-
liales; también rodean fibras musculares y células de Schwann (Osawa y Ide, 1986; Ushiki
y Ide, 1987; Ide, 1996). Las células de Schwann de los nervios maduros también estan

recubiertas por una lamina basal (Ide, 1996).

Originalmente la lamina basal ha sido considerada una estructura mecanica estatica
que proporciona funciones de soporte, de separacion entre tejidos y de filtrado de sustan-
cias (Alberts et al., 2007). Sin embargo, tienen otras funciones ademas de las simplemente
estructurales o filtrantes. Esta variedad de funciones se debe a dos caracteristicas de las
laminas basales: primero, el repertorio molecular exacto de la lamina basal es caracteristi-
co de cada tipo de célula (Erickson y Couchman, 2000); y segundo, estos componentes no
s6lo mantienen la integridad estructural de la lamina basal, sino que también interactian
con receptores de la membrana plasmaética de la célula, llegando a desencadenar cascadas
de sefales intercelulares que controlan muchos de los aspectos de la funcién celular como
la migracion, la proliferacion y la supervivencia celular (Yurchenco y Cheng, 1994).
Ademas, puede inducir la diferenciacion celular (Court et al., 2006) y en el caso particular
de las células de Schwann, intervenir en el proceso de mielinizacion (Chernousov y
Carey, 2000; Chernousov et al., 2008).

La lamina basal es sintetizada fundamentalmente por las celulas que se apoyan en
ella; en el caso del nervio, las células de Schwann son las encargadas de fabricar los com-
ponentes de la lamina basal. La ld&mina basal empieza a formarse después de que las célu-
las de Schwann hayan sido originadas (Bunge et al., 1986; Bunge, 1987). La observacién
de la ultraestructura nos muestra que la lamina basal consta de dos capas diferentes: una
gue muestra una baja electrodensidad (lamina ldcida), y que se encuentra adyacente a la

membrana plasmatica de las células de Schwann (Berthold et al., 2005); y otra que mues-

* BRN2 son las siglas de Brain 2 class 11l POU-domain protein.
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tra una mayor opacidad (lamina densa) justo por el exterior de la anterior (Osawa et al.,
2003; Court et al., 2006). La ld&mina ldcida es rica en laminina, mientras que la lamina
densa presenta mayor proporcién de fibras de colageno (Court et al., 2006). En algunos
casos puede existir una tercera capa, rica en colageno de tipo fibrilar, la lamina fibrorreti-
cular o matriz externa fibrilar. Algunos autores se refieren a esta estructura de tres capas
como membrana basal, utilizando el término lamina basal para las dos capas mas internas.
Otros utilizan ambos términos indistintamente (Court et al., 2006; Alberts et al., 2007).
Para los propdsitos de esta Tesis se utilizara el término “lamina basal” para referirse a las

dos capas mas internas, lamina lucida y lamina densa.

Aunque su composicion exacta varia de un tejido a otro e incluso de una regién a otra
de la misma lamina, la mayoria de las ld&minas basales maduras contienen colageno de
tipo 1V, numerosos proteoglicanos como el heparan sulfato y glicoproteinas como la la-

minina y la entactina (Osawa et al., 2003).

Las lamininas son los principales componentes de la lamina basal, de manera que en
las primeras etapas del desarrollo la lamina basal consta fundamentalmente de una red de
laminina (Alberts et al., 2007). Las lamininas son heterodimeros compuestos por cadenas
a, B y vy unidas por un dominio de triple hélice (Colognato y Yurchenco, 2000). Presenta
varios dominios funcionales: uno de unién al coladgeno de tipo IV, otro de unién al
heparan sulfato, otro a la entactina, y dos o0 méas de union a los receptores de la laminina
situados en la superficie celular (Alberts et al., 2007). Las moléculas de laminina adya-
centes se pueden asociar e interaccionar con otros componentes de la matriz extracelular,
conformando la arquitectura supramolecular presente en la lamina basal (Colognato y
Yurchenco, 2000).

La laminina puede actuar como molécula sefializadora para dirigir neuronas en desa-
rrollo hacia sus dianas definitivas. La laminina-1 (al B1 y1) es la laminina mejor caracte-
rizada y es el sustrato preferido para la migracion neuronal a través del sistema nervioso
(McKerracher et al., 1996). La laminina-2 (a2 B1 yl) se produce en las células de
Schwann del sistema nervioso periférico y se cree que esté involucrada en la regeneracion
nerviosa (Kamiguchi et al., 1998). Mutantes carentes de laminina-2 presentan graves alte-
raciones neuropaticas en los nervios periféricos (Wallquist et al., 2005). La funcion de la
laminina-8 (a4 B1 y1), también presente en las células de Schwann, es mas desconocida,

aunque se sabe que la ausencia de la cadena a4, que distingue la laminina-2 y la laminina-
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8, produce alteraciones en la correcta relacion 1:1 entre axén y célula de Schwann® y de-
fectos en la mielinizacion, aunque la capacidad regenerativa de los axones no se ve altera-
da (Wallquist et al., 2005). La laminina-3 (ol B2 y1) inhibe la extension de las motoneu-

ronas en las sinapsis en desarrollo (McKerracher et al., 1996; Powell y Kleinman, 1997).

La entactina es una glicoproteina de la lamina basal que presenta dominios para la
unién a la laminina. También tiene dominios de unién al colageno de tipo 1V, por lo que
se cree que actlia como puente adicional entre la red de laminina de la lamina basal y el
colageno de tipo IV (Alberts et al., 2007).

El colageno es el componente principal de la matriz extracelular de los mamiferos.
Los colagenos fibrilares (tipos I, Il 'y I1l) forman estructuras similares a cables y propor-
cionan tension y resistencia a los tejidos como tendones y ligamentos. Los colagenos no
fibrilares (como por ejemplo el tipo 1V) actian como adaptadores entre los componentes
de la matriz y forman laminas estables dentro de la lamina basal (Platt et al., 2003; Court
et al., 2006).

En el nervio periférico el colageno no se distribuye de manera uniforme, tal y como
observaron Osawa e Ide (1986). El colageno endoneural esta formado por fibras de coléa-
geno de tipo Il y se encuentra en la ldmina basal de las células de Schwann durante el
desarrollo, mientras que el colageno perineural estd compuesto por fibras de tipo I, méas
gruesas. Parece ser que las células de Schwann son las responsables de la secrecion del
colageno de tipo Il endoneural (Osawa y Ide, 1986). Otro tipo importante de colageno
que se expresa en el sistema nervioso periférico es el colageno de tipo 1V, constituyente
de la ldmina basal de las células de Schwann (Carey et al., 1983). Las moléculas de cola-
geno de tipo IV interactan a través de sus dominios terminales formando una red flexible
de tipo laminar. La red resultante forma un andamiaje insoluble al cual se unen otros

componentes de la ldamina basal (Alberts et al., 2007).

El colageno no fibrilar de tipo XIII también se ha encontrado en el nervio periférico
(Sund et al., 2001) y presenta un dominio de union de naturaleza no colagena que lo une a
la membrana plasmatica (Kvist et al., 1999). Se ha propuesto que el colageno de tipo XIlI
asi unido, podria facilitar las interacciones célula-célula y las interacciones célula-matriz

extracelular (Kvist et al., 2001).

® Fenémeno conocido como “radial sorting”.
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1.1. Biologia del nervio periférico

Las células de Schwann también producen fibronectina que completa la red fibrilar de
la l[&mina basal. Se cree que la fibronectina favorece la proliferacion de las células de
Schwann inmediatamente antes de la mielinizacion de los axones durante el desarrollo
(Chernousov et al., 1998). La fibronectina esta implicada también en la correcta madura-

cion de la union neuromuscular durante el desarrollo embrionario (Fu et al., 2001).

Otras moléculas muy abundantes en la lamina basal son los proteoglicanos, ya sea en
forma de moléculas asociadas a la membrana plasmatica, como componentes transmem-
branosos o como constituyentes de la matriz extracelular (Hartmann y Maurer, 2001). Los
proteoglicanos estan implicados en casi todos los procesos importantes para el correcto
cableado del sistema nervioso (Margolis y Margolis, 1993; Oohira et al., 1994). Algunos
estudios indican que la expresion de heparan sulfato estd asociada a la estimulacion de la
migracion y la elongacion de las neuritas, mientras que la inhibicion de este fenémeno se
atribuye a la presencia de proteoglicanos de condroitin sulfato o queratan sulfato
(Bovolenta y Fernaud-Espinosa, 2000). Sin embargo, la actividad de un proteoglicano
determinado parece estar relacionada con el tipo de neurona; por ejemplo, el fosfacano es
un inhibidor del crecimiento de las neuritas en las neuronas del ganglio raquideo mientras

que es permisivo para las neuronas hipocampales (Garwood et al., 1999).

Los proteoglicanos participan en la union de ciertos factores de crecimiento, confi-
riendo funciones de reservorio de factores de crecimiento a la ldmina basal (Platt et al.,
2003). Los factores de crecimiento que se unen al heparan sulfato incluyen miembros de
la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)® (Faham et al., 1998), la pleio-
trofina HB-GAM (Li et al., 1990) y la midkina (Asai et al., 1997). La estructura fuerte-
mente anionica del heparan sulfato evita la proteolisis de los factores de crecimiento que
Ileve unidos. Ademas, los proteoglicanos interactdan directamente con receptores neuro-
nales tales como la molécula de adhesion celular neural (NCAM)’ o TAG-18, o presentan
ligandos (como el bFGF) a sus correpondientes receptores en la membrana. También in-

teraccionan con componentes de la matriz extracelular (Milev et al., 1996).

Las interacciones entre los componentes de la lamina basal y sus receptores en la
membrana plasmatica de la célula modifican reciprocamente la expresion y la organiza-

cion de cada uno de ellos (Henry y Campbell, 1998; Colognato et al., 1999; Court et al.,

® FGF son las siglas inglesas de fibroblast growth factor.
"NCAM son las siglas inglesas de neural cell adhesion molecule.
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2006). Por ejemplo, la correcta orientacion de los conos de crecimiento se consigue por la
integracion de sefiales atrayentes y repelentes provenientes del entorno cercano y de los
organos diana. Estas sefiales pueden presentarse en la superficie de células vecinas o an-
cladas en la matriz extracelular (Goodman et al., 1996). De esta manera, la lamina basal y
la matriz extracelular se muestran como elementos importantes en la direccion de las mi-
graciones de los elementos neurales tanto durante el desarrollo como en un proceso rege-

nerativo (Pasterkamp y Verhaagen, 2001; Scarlato et al., 2003; Masuda y Shiga, 2005).

Ademas, la lamina basal puede actuar como una barrera selectiva para el desplaza-
miento de las células. Asi, por ejemplo, la lamina basal de las células de Schwann impide
que los fibroblastos del tejido conjuntivo establezcan contacto con los elementos neurales.
Sin embargo, no es obstaculo para el paso de otros elementos celulares tales como macro-
fagos, linfocitos o procesos nerviosos. La lamina basal constituye de esta forma un ele-
mento importante para la regeneracion de las fibras nerviosas dafiadas, ya que cuando se
da una lesion en una fibra y la lamina basal se mantiene, proporciona un entramado a
través del cual las células de Schwann y los axones regenerados pueden migrar (Bradley
et al., 1998; Hashimoto et al., 2002; Hashimoto et al., 2005).

1.1.4. Factores de crecimiento en el sistema nervioso periférico

Los factores de crecimiento pueden ser definidos en base a sus receptores y son habi-
tualmente clasificados en tres grandes grupos: las neurotrofinas; las citoquinas neuropoyé-
ticas (neuroquinas), que incluyen el CNTF y la interleucina-6 (IL6), y los factores de cre-
cimiento de fibroblastos, como el factor de crecimiento de fibroblastos acido y el factor de
crecimiento de fibroblastos basico (Kandel et al., 2000; Lundborg, 2000; Zochodne y
Cheng, 2000; Zochodne, 2008). Hay otros muchos factores neurotroéficos, tales como el
factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF)®, el factor de crecimiento epidérmico
(EGF)! y el factor de crecimiento derivado de la glia (GDNF) (Lundborg, 2000;
Zochodne y Cheng, 2000; Zochodne, 2008). Dentro de este grupo de factores de creci-

miento de origen variado se encuentra la 3-Neurregulina 1.

8 TAG-1 son las siglas inglesas de transient axonal glycoprotein 1.
% IGF son las siglas inglesas de insulin-like growth factor.
19 EGF son las siglas inglesas de epidermal growth factor.
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1.1. Biologia del nervio periférico

La influencia de los factores de crecimiento se ejerce mediante su union a tipos parti-
culares de receptores tirosina quinasa presentes en la superficie de las células de respuesta
(Kandel et al., 2000). Miembros de la familia de las neurotrofinas se unen a receptores
tirosina quinasa de alta afinidad llamados trk y al receptor de NGF de baja afinidad Ilama-
do p75"™R (Kaplan et al., 1991a; Kaplan et al., 1991b). La activacion de un receptor viene
seguida de una cascada de sefializacion intracelular y la consiguiente activacion génica
(Kandel et al., 2000).

Neurotrofinas

En la familia de las neurotrofinas se incluyen el NGF, el BDNF, la neurotrofina-3
(NT-3), la neurotrofina-4/5, y la neurotrofina-6 (Lundborg, 2000).

Factor de crecimiento nervioso (NGF)*

El NGF fue el primer factor neurotréfico identificado (Levi-Montalcini et al., 1954).
Se puede unir tanto al receptor p75™™ como al trkA (Kaplan et al., 1991a). EI NGF esta
presente en una concentracion baja en los nervios normales y sanos. (Kingham y
Terenghi, 2006). Tan sélo las células con receptores de alta afinidad por el NGF (recepto-
res trkA) pueden responder al NGF. Las motoneuronas contienen transcritos de genes de
los receptores trkB y trkC, pero no del trkA, asi que es de esperar que el NGF ejerza poca

influencia o ninguna sobre ellas y el crecimiento de sus neuritas (Lundborg, 2000).

Factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF)12

El BDNF fue el segundo miembro de la familia de las neurotrofinas que se identific
(Leibrock et al., 1989). Comparte el 54% de su secuencia con el NGF y tiene una amplia
variedad de funciones en el sistema nervioso. Los efectos del BDNF estan mediados prin-
cipalmente por el receptor tirosina kinasa trk-B. La autofosforilacion del receptor le capa-
cita para unirse y fosforilar a proteinas que afectan al crecimiento y diferenciacion de las
células. EI BDNF se expresa en el musculo esquelético y es un factor tréfico importante
para las motoneuronas. Induce la expresion de genes colinérgicos y facilita la superviven-

cia celular en cultivo (Henderson et al., 1993; Kingham y Terenghi, 2006).

1 NGF son las siglas inglesas de nerve growth factor.
2 BDNF son las siglas inglesas de brain-derived neurotrophic factor.
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Neurotrofina-3 y -4 (NT-3, NT-4)

Otras proteinas relacionadas con el NGF son las neurotrofinas, NT-3 y NT-4, cada
una de las cuales presenta un patrén de union por los receptores trk. La NT-3 actua prefe-
rentemente a través del receptor trk-C y se expresa abundantemente en el sistema nervioso
periférico, mientras la NT-4 se une al trk-B, que esta presente en la mayoria de las moto-

neuronas. (Funakoshi et al., 1993; Kingham y Terenghi, 2006).

Citoquinas neuropoyéticas

Factor neurotrofico ciliar (CNTF)13

El CNTF es una proteina neuroquina de 22 a 24 kDa que se expresa en todo el siste-
ma nervioso central y periférico y también en el musculo esquelético. Se une a un receptor
CNTF ligado a glicosil-fosfatidilinositol, que tiene un elevado grado de semejanza con la
subunidad a del sistema del receptor de IL6. En el nervio periférico, el CNTF se expresa
en grandes cantidades en las células de Schwann. El receptor CNTF se expresa en nume-
rosos tipos de neuronas pero las motoras de los nervios craneales y las de los espinales
son especialmente sensibles a la actuacién del CNTF (Zochodne y Cheng, 2000; Zhang et
al., 2004; Kingham y Terenghi, 2006).

Factores de crecimiento fibroblastico

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)

Las células de Schwann producen FGF bésico (bFGF), que se puede unir a los pro-
teoglicanos de la ld&mina basal, como por ejemplo al heparan sulfato (Gospodarowicz et
al., 1987; Haynes, 1988; Walicke y Baird, 1988). Esta propiedad permite la acmulacion

del bFGF en la lamina basal de las células de Schwann (lde, 1996).

Otros factores de crecimiento

Factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF)*

3 CNTF son las siglas inglesas de cilliary neurotrophic factor.
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1.1. Biologia del nervio periférico

El GDNF y sus receptores correspondientes estan relacionados lejanamente con la
familia del factor de crecimiento transformante (TGF)™. EI GDNF favorece la supervi-
vencia tanto de las motoneuronas como de las neuronas sensoriales y es abundante en el
musculo esquelético. EI GDNF estimula la migracion de las células de Schwann, e indi-
rectamente acelera la mielinizacion. Algunos experimentos recientes muestran que el
GDNF activa numerosas proteinas kinasas y utiliza rutas de sefializacion de moléculas de
adhesion celular para regular las funciones de la célula de Schwann antes de la mieliniza-
cion (Yan et al., 1999; Oppenheim et al., 2000; Boyd y Gordon, 2003).

B-Neurregulina 1 (NRG1)

Las Neurregulinas (NRGs) son proteinas sefializadoras que intervienen en las interac-
ciones célula-célula en el sistema nervioso, el corazon, las glandulas mamarias y otros
organos (Falls, 2003). Las primeras NRGs aisladas estaban codificadas por el mismo gen,
que ahora se conoce como NRG1. Seguidamente a la identificacion de este gen, se descu-
brieron otros tres genes que codificaban para proteinas relacionadas. Estas otras NRGs se
denominaron NRG2, NRG3 y NRG4. Se conoce poco aun acerca de las funciones de las
proteinas de NRG2, NRG3 y NRG4 (Falls, 2003). La familia de proteinas de la Neurregu-
lina-1 presenta homologias con la familia del EGF y actlan a través de receptores tipo
tirosina kinasa de la familia ErbB (Adlkofer y Lai, 2000).

La familia de la Neurregulina-1 se compone de méas de 15 proteinas que se presentan
tanto asociadas a membrana como secretadas (Nave y Salzer, 2006). Provienen de uno de
los genes més grande que existen en los mamiferos, localizado en el cromosoma 8A3 del
raton y en el 8p11-22 del ser humano (Zhang et al., 2006). Estas proteinas son generadas
por splicing alternativo de los ARNm. Todas las isoformas de la NRG1 contienen un do-

minio de sefializacion similar a EGF® (Falls, 2003).

Hay tres caracteristicas estructurales que diferencian las isoformas y que determinan

su funcion in vivo y sus propiedades bioldgicas (Falls, 2003):
- El tipo de dominio EGF-like (a o B)

.- La secuencia N-terminal (tipo I, 11 o I11)

4 GDNF son las siglas inglesas de glial cell line-derived neurotrophic factor.
> TGF son las siglas inglesas de transforming growth factor.
1% Dominio EGF-like.
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.- Su asociacién a la membrana celular: si es una forma transmembranal o si es una

proteina difusible.

Las isoformas o y B se diferencian unicamente en 6 u 8 aminoacidos del dominio
EGF-like (Wen et al., 1992). El dominio EGF-like presente en todas las isoformas bioac-
tivas de NRG1 es suficiente por si mismo para activar los receptores tirosina kinasa ErbB
(Falls, 2003).

También se subdividen en varios tipos segun el grupo amino terminal que posean:

La NRGL1 tipo | (también conocida como herregulina, factor de diferenciacion neu
(neu differentiation factor), o acetylcholine receptor-inducing activity (Citri et al., 2003) y
la NRG1 tipo Il (que se conocia anteriormente como factor de crecimiento glial 0 GGF')
tienen dominios N-terminal semejantes a inmunoglobulina (Nave y Salzer, 2006). Las
formas transmembranales de la NRG1 sufren una ruptura proteolitica por medio de meta-
loproteasas (Zhang et al., 2006), incluyendo TACE*®, ADAM10* o0 BACE1% (Luo et al.,
2011). Como consecuencia, las NRG1 tipo | y Il son desprendidas de la superficie de la
neurona y funcionan como sefiales paracrinas. La NRG1 de tipo Il presenta un dominio
rico en cisteina (CRD)* que funciona como un segundo dominio transmembranal. De esta
manera la NRG1 tipo Ill permanece anclada a la superficie celular después de la ruptura
proteolitica y su actuacién es yuxtacrina. Las NRGs tipo | y tipo 1l son denominadas habi-
tualmente como Ig-NRGs y las del tipo Il como CRD-NRGs (Nave y Salzer, 2006).
Ademas, han sido identificados exones que codifican para grupos amino-terminal mas
pequefios de NRG1 y formarian las NRGL1 tipos IV a VI. Estas isoformas aun no han sido

bien caracterizadas.

La expresion de NRG1 no es exclusiva del sistema nervioso. La NRG1 tiene un papel
principal en el desarrollo de los tejidos cardiacos o de las glandulas mamarias, por ejem-
plo. Ratones que no presentan NRGL1 o sus receptores (ErbB2, ErbB3 y ErbB4) mueren en
estadios embrionarios ya que la comunicacion entre NRG1 y ErbB es esencial para el de-
sarrollo del corazén (Adlkofer y Lai, 2000; Nave y Salzer, 2006).

1" GGF son las siglas inglesas de glial growth factor.

'8 TACE son las siglas inglesas de tumor-necrosis factor-o-converting enzyme.
¥ ADAM10 son las siglas inglesas de a disintegrin and metalloproteinase 10.
2 BACEI son las siglas inglesas de Alzheimer’s B-secretase 1.

21 CRD son las siglas inglesas de cystein rich domain.
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1.1. Biologia del nervio periférico

Entre las funciones de los diferenres tipos de NRGL1 se incluyen: el desarrollo de las
placas motoras terminales (NRGL1 tipo 1), la migracion de las interneuronas (NRG1 tipo
1), el inicio y control de la mielinizacion (NRGL tipo Ill), la sinaptogénesis y la plastici-
dad sinaptica en el sistema nervioso central (Falls, 2003; Nave y Salzer, 2006). Durante el
desarrollo embrionario de las células de Schwann existe una fase en la que son dependien-
tes de la NRG1 derivada de los axones para su supervivencia y crecimiento. Esta fase co-
incide con la transicion que sufren las células de la cresta neural hacia precursores de las
celulas de Schwann (PCSs), y termina con la transicion de los PCSs hacia células de

Schwann maduras de fenotipo mielinizante o no mielinizante (Jessen y Mirsky, 2005).

Las isoformas aNRG1 y BNRGI1 tienen funciones distintas en el sistema nervioso pe-
riférico. Por ejemplo, la BNRG1 actiia como un potente mitdogeno sobre las células de
Schwann neonatales de rata, mientras las formas o no son mitogénicas (Raabe et al.,
1996). Ademas, las PNRGI favorecen la supervivencia de los precursores de las células
de Schwann a E14 de vida embrionaria, mientras las isoformas a no tienen ningun efecto
aparente (Dong et al., 1995). Durante la vida postnatal, las proteinas NRG1 son indispen-
sables para la supervivencia de las células de Schwann mielinizantes y premielinizantes
(Grinspan et al., 1996; Syroid et al., 1996; Li et al., 2001).

En el sistema nervioso las NRGL1 tipos | y Il son las formas mas abundantes y se
producen mayoritariamente en numerosas neuronas de proyeccion, especialmente en mo-
toneuronas espinales y en neuronas de los ganglios raquideos, pero también se produce, en
determinadas circunstancias, en células giales (Raabe et al., 1998; Raabe et al., 2004).
Cabe resaltar que en el sistema nervioso periférico, la NRG1 no tiene un origen exclusi-
vamente neuronal. Las células de Schwann son capaces de sintetizar y liberar NRG1
(Raabe et al., 1996; Rosenbaum et al., 1997). Aunque la funcién de esta sintesis no esta
clara, podria estar involucrada en rutas de sefializacion autocrinas (Rosenbaum et al.,
1997; Cheng et al., 1998).

Muchas neuronas que expresan NRG1 también expresan transcritos para NRG2 y
NRG3, dos factores de crecimiento relacionados estructuralmente con dominios EGF-like.

Su funcidn en el sistema nervioso no se conoce (Falls, 2003).

Las isoformas de NRG1 ejercen su efecto uniéndose a receptores ErbB de la familia
de los receptores PTKSs, que a su vez pertenecen a la superfamilia de receptores EGF

(Adlkofer y Lai, 2000). El nombre “ErbB” proviene del oncogen v-Erb-B, presente en el
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virus de la eritroblastosis aviar, que codifica una copia mutada del receptor de EGF
(EGFR). Hay cuatro receptores ErbB: el EGFR(ErbB1/HERL1), el ErbB2(neu/HER?2), el
ErbB3/HER3 y el ErbB4/HER4 (Adlkofer y Lai, 2000). La nomenclatura “HER” se refie-
re a “human epidermal growth factor” (“factor de crecimiento epidérmico humano”). En
esta Tesis Doctoral se empleara la nomenclatura “ErbB”. La NRG1 se une tanto al recep-
tor ErbB3, que no posee un dominio kinasa activo, como al ErbB4, que si lo posee. Cada
uno de ellos puede crear un heterodimero con el receptor ErbB2, el cual no puede unir
NRGL1 directamente pero que si presenta un dominio kinasa activo (Atanasoski et al.,
2006). Los receptores ErbB dimerizan tras un cambio conformacional en el ectodominio
de ErbB3 o de ErbB4 activado por un ligando. El receptor ErbB2 presenta constitutiva-
mente un anillo de dimerizacién necesario para formar heterodimeros con receptores
ErbB3 o ErbB4 activados por un ligando. La capacidad de ErbB2 de formar homodimeros
es muy reducida y ErbB4 se expresa de manera minima en las células de Schwann. Estos
datos indican que el receptor preferente para NRGL1 en las células de Schwann es un hete-
rodimero ErbB2/ErbB3 (Jones et al., 1999; Audisio et al., 2008). Independientemente de
los mecanismos de unidn, todos los estudios indican que tanto ErbB2/ErbB3 como
ErbB2/ErbB4 actlan como receptores de alta afinidad para la isoforma B de la NRGI
(Pinkas-Kramarski et al., 1998; Jones et al., 1999). La union de NRG1 induce la forma-
cion del heterodimero ErbB2/ErbB3, que conduce a la fosforilacion cruzada del receptor,
al reclutamiento de moléculas adaptadoras con grupos SH3 y a la activacion de rutas de
sefializacion intracelular. Mientras que las células de Schwann expresan principalmente
ErbB2 y ErbB3, las células de estirpe oligodendrocitica expresan los tres receptores,
ademas del EGFR (ErbB1), indicando una mayor complejidad a la hora de formar recep-
tores ErbB heterodimeros y rutas de sefializacion intracelulares en estas células (Adlkofer
y Lai, 2000).

La NRG1 puede actuar también bidireccionalmente. La union de receptores ErbB a la
NRG1 tipo Il asociada a membrana, origina la ruptura proteolitica de la NRG1, despren-
diendo su dominio citoplasmico C-terminal (CTD) de la membrana neuronal. EI CTD
rapidamente se trasloca hasta el nicleo de la neurona donde activa la transcripcion y pro-

mueve la supervivencia celular (Bao et al., 2003; Nave y Salzer, 2006).
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1.2. Lesidon y regeneracion del

nervio periferico

1.2.1. El nervio periférico lesionado

Las lesiones de los nervios periféricos son comunes, incapacitantes y dificiles de tra-
tar. El tipo de lesion experimentada por un tronco nervioso determina el grado de regene-
racién que se conseguira (Lundborg, 1993; Zochodne, 2008). Existen distintas clasifica-
ciones de las lesiones de los nervios (Tinel, 1918; Sunderland, 1951; Seddon, 1975;
Sunderland, 1990), pero se hace necesario estandarizar los tipos de lesiones en la practica
clinica. La clasificacion sirve como guia para la evaluacion del prondstico y para el trata-

miento quirurgico de la lesion.

La clasificacion de Seddon (1975) es una de las mas simples. Segln Seddon, la lesion
de nervio mas leve se conoce como neurapraxia. Un trauma agudo en el nervio periférico
conlleva la interrupcion de la transmision del impulso nervioso. La evaluacién clinica
revela déficits motores y sensitivos en la region inervada por el nervio lesionado. Se pue-
de apreciar una funcionalidad parcial y no hay atrofia muscular neurogénica. La observa-
cién histoldgica del tejido muestra tan sélo leves alteraciones morfol6gicas que son de
naturaleza reversible. Se ha propuesto que esta clase de lesion se produce por una altera-
cién microvascular que origina una isquemia transitoria. La recuperacion se prolonga du-
rante un tiempo variable, aungue suele estar completamente restaurada en los 21 dias si-
guientes a la lesion (Sunderland, 1951; Lundborg, 1993). Este tiempo es mucho mas rapi-

do que el esperado para la regeneracion después del proceso de degeneracion walleriana.

Si se da una interrupcion fisica de uno o méas axones sin alteraciones en el tejido es-

tromal, la lesién se define como axonotmesis. En este tipo de lesion, el axoplasma y las
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membranas celulares (axolema) estan dafiadas. Sin embargo, la célula de Schwann y los
elementos del tejido conectivo permanecen intactos. La pérdida de funcién motora o sen-
sitiva dependera del nimero o del tipo de axones dafiados (Sunderland, 1951). Después de
90 horas de la lesion no se registran potenciales de conduccion eléctrica més alla del lugar
de la lesion. La atrofia neurogénica del musculo esquelético es evidente. El examen de
secciones histologicas muestra la degeneracion del axoplasma asociada a estructuras dis-
tales al lugar de la lesion (Lundborg, 1993). En regiones proximales al sitio de la lesion,
hay cambios degenerativos retrogrados en el axoplasma hasta una distancia equivalente a
dos o tres nodos de Ranvier (Bradley et al., 1998; Chen et al., 2005; Guertin et al., 2005).

La neurotmesis se define como la seccion total del tronco nervioso. Tanto la inerva-
cion motora como la sensitiva estan interrumpidas. Se da la pérdida completa de funcion
del nervio. Histologicamente, se observa la degeneracion de todos los axones distalmente
al sitio de la lesion (Lundborg, 1993). Los axones también muestran cambios degenerati-
vos en los dos o tres nodos de Ranvier anteriores al sitio de la lesion (Bradley et al., 1998;
Chen et al., 2005; Guertin et al., 2005). Exceptuando casos muy raros, la recuperacion

espontanea no sucede (Sunderland, 1951).

Los términos neurapraxia, axonotmesis y neurotmesis empleados por Seddon son
equivalentes, respectivamente, a los de axonopraxia, axotomia y neurectomia, que em-

plearemos eventualmente en esta Tesis Doctoral.

La capacidad de un nervio dafiado para la regeneracion depende del grado de conti-
nuidad del tronco nervioso después de la lesion (Sunderland, 1951; Lundborg, 1993). En
general, las lesiones neurapraxicas tienen una gran probabilidad de regeneracion en com-
paracion con las axonotmesis o las neurotmesis. La ldmina basal y las células de Schwann
permanecen intactas en las lesiones mas leves, de manera que no hay una solucién de con-
tinuidad en la lesidn. El prondstico es mas favorable para lesiones de los grados mas leves
(Sunderland, 1951).

En el caso de la neurotmesis se da una retraccion de ambos cabos debida al tejido
elastico contenido en la envuelta epineural. En los extremos seccionados pueden aparecer
hemorragias y codgulos. Se observa también una tumefaccion intraneural debida a edema
tisular (Sunderland, 1951). La reparacion se prolonga durante varios meses y la recupera-
cion funcional no suele ser satisfactoria. EI proceso de regeneracidn es muy desorganiza-

do y habitualmente da lugar a la formacion de neuromas que producen un gran dolor neu-
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1.2. Lesion y regeneracion del nervio periférico

ropéatico y dificultan el progreso de los axones (Lundborg, 2000). Ademas, los axones
crecen en todas las direcciones e inervan fibras musculares que no les corresponden. Este
fendmeno se conoce como sinkinesis y provoca movimientos descoordinados de los

musculos (Kingham y Terenghi, 2006).

1.2.2. Procesos de degeneracion

Después de la seccion de un nervio periférico, la porcion del axon distal al punto de
lesion queda desconectada del soma neuronal y degenera. Tanto los axones como los
cuerpos neuronales reaccionan de una forma caracteristica (Sunderland, 1951; 1990). El
soma de las neuronas axotomizadas sufre una serie de cambios fenotipicos, conocidos
como reaccion neuronal y cromatolisis. La reaccion neuronal y la cromatolisis representan
los cambios metabdlicos necesarios para la regeneracion y la elongacién axonal, mientras
que la degeneracién walleriana crea en el cabo distal de la lesién un microambiente favo-
rable para el crecimiento axonal de las neuronas supervivientes (Navarro et al., 2007,
Deumens et al., 2010).

Cambios en el cuerpo celular de las neuronas y en el cabo proximal de la
lesion

Las lesiones que se producen muy cerca de la médula espinal presentan un riesgo ma-
yor de muerte neuronal ya que se pierde un gran segmento de axoplasma. Lesiones mas
distales, como las que se producen en la mano o en los dedos, presentan un grado de rege-
neracion mucho mayor (Fine et al., 2000). Los efectos de una lesion cercana al soma neu-
ronal pueden sobrepasar la capacidad biosintética de la célula, causando el fracaso de la

regeneracion o la muerte celular (Ygge, 1989).

El exito de la regeneracion nerviosa y de la reinervacion funcional de los 6rganos
diana depende en primera instancia de la capacidad de las neuronas axotomizadas de so-
brevivir y de transformarse a un fenotipo regenerativo (Lieberman, 1971; Fu y Gordon,
1997). Una de las secuelas que siguen a la seccion de un nervio periférico es la muerte de
un cierto numero de neuronas axotomizadas. La proporcion de muerte celular entre las
neuronas sensoriales de los ganglios raquideos después de una lesion en el nervio ciatico

se estima entre un 10 y un 30%, afectando maés a las neuronas de pequefio tamafio que a
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las grandes (Arvidsson et al., 1986; Ygge, 1989; Vestergaard et al., 1997; Tandrup et al.,
2000; Groves et al., 2003). En relacion con la muerte de las motoneuronas, se ha descrito
una pérdida no significativa del 0 al 10% tras una lesion en el nervio ciatico (Vanden
Noven et al., 1993; Lowrie et al., 1994; Valero-Cabre et al., 2004). Por el contrario, la
avulsion o la transeccion de las raices ventrales en el adulto, lleva a una muerte celular
retrograda del 50 al 80% de las motoneuronas en pocas semanas (Koliatsos et al., 1994;
Martin et al., 1999; Hoang et al., 2008). La muerte neuronal tras la axotomia depende de
varios factores, tales como la edad, la gravedad de la lesién y, como ya hemos visto, la
proximidad de la lesion al soma neuronal. Las neuronas del adulto son menos susceptibles
de morir que las neuronas inmaduras (Lowrie et al., 1994). La vacuolizacion neuronal y la
muerte por apoptosis después de la lesion de un nervio experimentan, en ratas, un incre-
mento progresivo durante el primer mes que después se reduce gradualmente durante un

periodo de 6 meses (Groves et al., 1997; Kuo et al., 2007).

Si el cuerpo neuronal sobrevive inicialmente a la lesion, se hincha (Fine et al., 2000).
Esta hipertrofia es visible durante todo el proceso de regeneracion, y se vuelve a alcanzar
el tamafio normal cuando la recuperacion se ha completado (Fu y Gordon, 1997). Los
cambios morfologicos mas aparentes en el cuerpo neuronal tras la axotomia son la disper-
sion de los cuerpos de Nissl, la excentricidad nuclear, el crecimiento nuclear y nucleolar,
la turgencia celular y la retraccion de las dendritas (Lieberman, 1971; Nacimiento et al.,
1995). La desaparicién de los prominentes granulos basofilicos de Nissl es muy evidente.
Estos granulos son acumulos de ribosomas y bandas ordenadas de reticulo endoplasmico
rugoso que no vuelven a ser observados tras la axotomia, momento en el cual se desorga-
nizan liberando polirribosomas y ribonucleétidos en el citoplasma. Las propiedades de
tincion de los orgéanulos intracitoplasmaticos cambian en respuesta a la lesion, y a este

fendmeno se le denomina cromatolisis (Lieberman, 1971; Deumens et al., 2010).

Ademas, se producen cambios destinados a retirar la mayor parte del aparato de sinte-
sis de proteinas original por accion autofagica lisosémica. Inicialmente se da un incremen-
to en el ARN citoplasmico que esta parcialmente asociado al incremento de la sintesis de
fosfatasas acidas lisosomales, lo que es seguido de la dispersion de los cuerpos de Nissl
(Gordon et al., 2003). La desorganizacion de los acimulos de ribosomas esta relacionada
con el aumento de la sintesis de proteinas, sugiriendo que la cromatolisis representa los

cambios morfoldgicos en el soma de la neurona lesionada asociado a una respuesta anabo-
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1.2. Lesion y regeneracion del nervio periférico

lica (Lieberman, 1971; Fu y Gordon, 1997). Esta interpretacion esta apoyada por los cam-
bios bioquimicos en las neuronas axotomizadas, que muestran un incremento de sintesis
de ARN y un aumento en el contenido de proteinas de la célula (Watson, 1974). Los cam-
bios biogquimicos se desarrollan en las primeras horas después de la axotomia, coincidien-
do con los cambios tempranos de la cromatolisis. La concentracion de enzimas del ciclo
oxidativo de las pentosas fosfato, requeridas para la sintesis de ARN, también esta aumen-
tada (Harkonen y Kauffman, 1974), mientras que la produccién de neurotransmisores y de
proteinas del citoesqueleto disminuye (Frizell y Sjostrand, 1974; Hoffman y Lasek, 1980).
Las neuronas axotomizadas cambian de un estado “transmisor” a un estado “regenerativo”
(Richardson et al., 2009), dirigidas por importantes cambios en la expresion génica, que
lleva a disminuir la sintesis de productos relacionados con los neurotransmisores y a au-
mentar la sintesis de proteinas asociadas al crecimiento y a componentes estructurales de
la membrana (Fu y Gordon, 1997; Richardson et al., 2009).

Por otro lado, la cromatolisis se puede prolongar si después de la axotomia no hay re-
generacion (Guntinas-Lichius et al., 1996). Se ha descrito una marcada cromatolisis en
motoneuronas después de la avulsion de la raiz ventral, y eventualmente, algunas de ellas
sufren apoptosis, sugiriendo que podria existir una continuidad en la respuesta neuronal
después de la axotomia, comenzando por la cromatolisis y derivando bien en un proceso
de supervivencia y regeneracion o bien en la apoptosis de las neuronas (Martin et al.,
1999; Ricart et al., 2006). La transicién entre cromatolisis y apoptosis coincide con la
acumulacién de mitocondrias metabdlicamente activas en la regién perinuclear, produ-
ciendo un dafio oxidativo a los &cidos nucleicos y a las proteinas en las neuronas axotomi-
zadas (Martin et al., 1999). Sin embargo, cuando los axones son capaces de regenerar y
reinervar sus dianas, las neuronas vuelven lentamente a recuperar una funcion y una mor-
fologia normales (Richardson et al., 2009; Deumens et al., 2010). De esta manera, las
motoneuronas espinales que regeneran sus axones muestran una distribucion y unas pro-
piedades morfoldgicas normales 5 meses tras un aplastamiento del nervio ciatico en la
rata. Sin embargo, a los 10 6 12 meses estas motoneuronas pueden mostrar alteraciones
morfoldgicas, tales como un agrandamiento del cuerpo celular, un engrosamiento de las
dendritas y un agrupamiento en el asta ventral, si lo comparamos con el lado contralateral
(Bowe et al., 1992). Esas alteraciones parecen deberse a cambios retardados y progresivos

en las neuronas que reinervan sus dianas perifericas eficazmente.
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En las neuronas sensitivas, la lesion axonal lleva a cambios adicionales en la expre-
sion de neuropéptidos y de citoquinas (Stoll y Muller, 1999; Donnerer, 2003). Asi, el
ARNmM de IL6 y su proteina aparecen en el primer dia en las neuronas ganglionares gran-
des y de mediano tamafio, y tienen una expresion maxima después de 2 6 4 dias. Dismi-
nuye por debajo del umbral de la deteccion en una semana. Ademas, hay una sobreexpre-
sion de los ARNm de IL1B y TNFo?® (Ruohonen et al., 2005). Hay evidencias de que la
citoquina LIF?® esta involucrada en el desencadenamiento de parte de la reaccién del
cuerpo celular en las neuronas sensitivas. Ademas, el dafio axonal induce una marcada
sobreexpresion de la sintasa del Oxido nitrico en las neuronas sensitivas primarias
(Thippeswamy et al., 2001; Keilhoff et al., 2003).

Las motoneuronas axotomizadas responden incrementando los niveles de ARNm y
proteina del receptor de NGF, asi como del ARNm del trkB, que es el receptor de BDNF
y de NT-4. El incremento es maximo en el tercer dia y vuelve a los valores normales alre-
dedor de la tercera semana (Funakoshi et al., 1993; Boyd y Gordon, 2001). Otros cambios
incluyen modificaciones de la expresion del receptor de glutamato y un incremento transi-
torio de la inmunorreactividad a CGRP?* (Verd( y Navarro, 1997; Stoll y Muller, 1999).

En el extremo proximal del nervio seccionado se da un fenémeno degenerativo simi-
lar a una degeneracion walleriana (Yudin et al., 2008). La extension de la degeneracion en
el cabo proximal esta relacionada con la etiologia de la lesion. En cualquiera de los casos
tiene lugar una degeneracion neurofibrilar en las primeras 24 — 72 horas (Beirowski et al.,
2005). Esta degeneracion progresa una distancia de uno a tres nodos de Ranvier. Hay una
rapida pérdida de componentes axoplasmicos (Raff et al., 2002). La vaina de mielina co-
mienza a perder su apariencia laminar y forma un tejido granular homogéneo alrededor de
los axoplasmas degenerados. Estas estructuras huecas son conocidas como camaras de
digestion o bolas de degeneracion (Chen et al., 2005). Los macréfagos infiltrados co-
mienzan a digerir y a retirar la mielina degenerada del tejido nervioso dafiado. Las células
de Schwann responden proliferando y formando densos cordones de células a lo largo del
eje del espacio que ocupaba el axoplasma degenerado (Zochodne y Cheng, 2000; Cheng y
Zochodne, 2002). Estos cordones poseen propiedades fagociticas e ingieren restos de

axones degenerados, fragmentos de mielina y otros residuos celulares (Fernandez-Valle et

?2 TNFa son las siglas inglesas de tumor necrosis factor a.
2 LIF son las siglas inglesas de leukemia inhibitor factor.
* CGRP son las siglas inglesas de calcitonin gene-related peptide.
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al., 1995; Hirata y Kawabuchi, 2002). Las células mesenquimales proliferan en respuesta
al proceso de inflamacidn e inician la produccion y deposicién de colageno en el extremo
del cabo proximal. Esto, junto con la fibrina remanente de la hemorragia inicial, puede
llevar a la formacion de un neuroma, un denso ovillo de axones, que puede ocasionar

fuerte dolor neuropético (Zochodne, 2008).

Cambios en el cabo distal de la lesion: Degeneracion walleriana

En el extremo distal de la lesion se da un proceso degenerativo conocido como dege-
neracion walleriana, descrito orignalmente por August Waller en 1850. Los primeros sig-
nos de degeneracion se observan en 24 horas tras la lesion del nervio y se prolongan du-
rante una o dos semanas siguiendo una progresion proximal-distal (Beirowski et al.,
2005). Comienza con la desintegracion y la fragmentacion del axoplasma y el axolema,
que se completa a las 24 horas en nervios pequefios y a las 48 horas en nervios mas gran-
des (Stoll et al., 1989). La degeneracién del axén esta mediada por el incremento de Ca®*
y la activacion de proteasas axonales (Schlaepfer y Bunge, 1973; George et al., 1995). Es
un proceso intrinseco que guarda semejanzas con el fenémeno de la apoptosis (Deckwerth
y Johnson, 1994; Buckmaster et al., 1995; Raff et al., 2002).

Cuando las células de Schwann mielinizantes pierden el contacto axonal se desdife-
rencian y adquieren un fenotipo de célula premielinizante (inmadura) o de célula no mie-
linizante (Stoll y Muller, 1999). Expresan el receptor p75™'", la proteina GFAP, el factor
B de maduracion glial y las moléculas de adhesion celular L1 y NCAM (Mirnics et al.,
2005). Los factores de transcripcion Pax3, SKI, c-jun y Krox-20 estan involucrados en la
regulacion de la desdiferenciacion y rediferenciacion de la célula de Schwann (Jessen y
Mirsky, 1992). Las células de Schwann denervadas vuelven a expresar altos niveles de
Pax3 y c-jun, pero disminuyen la expresion de Krox-20. Pax3 se expresa en células de
Schwann embrionarias y en células de Schwann no mielinizantes, pero es escaso en las
celulas de Schwann mielinizantes. En los dos primeros dias después de la lesion, las célu-
las de Schwann mielinizantes también disminuyen los niveles normales de ARNm de
componentes de MBP, de la glicoproteina asociada a la mielina (MAG)®, de la proteina
PO, de la proteina mielinica periférica-22 (PMP-22) y de la periaxina (Stoll y Muller,
1999; Kury et al., 2001).

% MAG son las siglas inglesas de myelin associated glycoprotein.
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La activacion del receptor tirosina kinasa erbB2 en las células de Schwann se ha rela-
cionado con la fragmentacion de sus propias vainas de mielina (Guertin et al., 2005). Du-
rante los dos primeros dias tras la lesion fagocitan pequefios ovillos de mielina y forman
gotitas de lipidos hasta que los macrdfagos penetran en los nervios degenerados (Stoll et
al., 1989; Fernandez-Valle et al., 1995; Hirata y Kawabuchi, 2002). Desde el segundo dia,
y mas notablemente entre el cuarto y el séptimo, los macr6fagos hematdgenos penetran en
el cabo distal y migran hacia los residuos de mielina (Bruck et al., 1995; Stoll y Muller,
1999). Los macrdfagos hematdgenos son la principal via para la eliminacion de residuos
de mielina y de axones (Tanaka et al., 1992). Los macréfagos son atraidos hacia el nervio
en degeneracion por citoquinas secretadas por las células de Schwann reactivas, tales co-
mo la proteina quimioatrayente de monocitos-1, el factor LIF y la interleucina 1 (Tofaris
et al., 2002). EIl reclutamiento de los macréfagos lleva a una rapida eliminaciéon de los
residuos de mielina, que contienen inhibidores del crecimiento axonal como la glicopro-
teina asociada a la mielina (Bruck et al., 1995; Bruck, 1997), y de este modo se facilita la

regeneracion nerviosa (Stoll et al., 2002).

En la degeneracion walleriana los niveles de transcritos y proteinas para citoquinas
proinflamatorias y antiinflamatorias estan muy aumentados. La induccién de las citoqui-
nas sucede en ausencia de inflamacion mediada por células T (Ahmed et al., 2005;
Ruohonen et al., 2005). En las primeras 24 horas después de la lesion, los niveles de
ARNm de la IL1P se incrementan y se mantienen en altos valores durante la primera se-
mana. Se ha comprobado que la IL1 induce la sintesis de NGF en las células de Schwann.
Simultaneamente a la induccion de IL1, elevados niveles de ARNm de IL6 y de IL10 y
sus proteinas, son detectables el dia siguiente de la lesion del nervio (George et al., 2004).
Las células de Schwann expresan ARNm de IL10. La proteina IL6 ha sido localizada tan-
to en células de Schwann como en fibroblastos y macrofagos (Reichert et al., 1996). Con
un retraso de unos dias respecto a la lesion, hay una induccion significativa de ARNm
para las citoquinas proinflamatorias I[FNy y IL12 (Eccleston et al., 1989). La mé&xima ex-
presion de ARNm de IL12 se localiza entre los dias 7 y 14, cuando el proceso de fagocito-
sis de la mielina por los macréfagos es mas intenso. Las células de Schwann expresan
TNF en condiciones normales pero tras una lesion, los macréfagos infiltrados expresan
gran cantidad de TNFa, que es el responsable de dolor neuropatico durante la degenera-
cion walleriana (Ruohonen et al., 2005). En el citoplasma de las celulas de Schwann de

los nervios cidticos normales de animales adultos se expresan TGFB1, TGFB2 y TGFp3.
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La axotomia incrementa los niveles de ARNm de TGFB1, mientras que disminuyen los de
TGFB3 (Eccleston et al., 1989; Einheber et al., 1995; Ribeiro-Resende et al., 2009). Estos
datos muestran que hay una induccidn significativa de citoquinas que ocurre en el nervio

periférico a pesar de la ausencia de respuesta de los linfocitos T.

Durante la degeneracion walleriana las células de Schwann se dividen estimuladas
por la pérdida del contacto axonal, probablemente a través de proteinas liberadas por los
axones en desintegracion (Karanth et al., 2006), y mas tarde por citoquinas secretadas por
los macrdfagos (Navarro et al., 2007). Las células de Schwann se dividen rapidamente
durante las siguientes 2 6 3 semanas, llegando a triplicarse su numero (Salonen et al.,
1988). Esto puede deberse en parte a la aparicion a los tres dias de NRG1, relacionada con
la proliferacion y superviviencia de las células de Schwann por medio de circuitos auto-
crinos (Carroll et al., 1997).

lustracion de la secuencia de eventos de la degeneracion walleriana y de las etapas iniciales de la
regeneracion en una fibra mielinica aislada. Reproducida a partir de la monografia clasica de
Tinel (Tinel, 1918).
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Las células de Schwann que han proliferado se organizan en columnas ordenadas de-
nominadas bandas de Blingner o tubos endoneurales (Yang et al., 2008). Las columnas de
células de Schwannen el cabo distal presentan un alto grado de alineamiento y se piensa
que esta propiedad topogréfica es importante para la direccion del crecimiento axonal
(Thompson y Buettner, 2004; 2006). Ademas, proporcionan un sustrato éptimo para la

adhesion del cono de crecimiento y para la elongacion axonal (McKerracher et al., 1996).

1.2.3. Procesos de regeneracion

En cuestion de horas después del dafio axonal, la bioactividad en el cabo distal, asi
como los niveles de ARNm del NGF aumentan drasticamente y presentan un segundo
pico de expresion a los 2 6 3 dias de la lesion (Griffin y Letourneau, 1980; Zochodne y
Cheng, 2000). Ademas, hay un continuo y lento aumento de ARNm del BDNF que em-
pieza a los 3 dias postlesion y que alcanza su maximo nivel alrededor de la tercera o cuar-
ta semana (Funakoshi et al., 1993). Al contrario que con las neurotrofinas, la expresion de
CNTF requiere que las interacciones entre la célula de Schwann y el axdn estén intactas.
Sus niveles de ARNm y de proteina se reducen en la degeneracion walleriana (Zochodne
y Cheng, 2000; Zhang et al., 2004). La célula de Schwann produce NGF y BDNF tras la
lesion del nervio. Los cambios en la expresion de neurotrofinas estan acompariados por el
aumento de los correspondientes receptores (DiStefano et al., 1992; Funakoshi et al.,
1993; Boyd y Gordon, 2001). EIl factor de crecimiento IGF1 es otro factor neurotrofico
producido por la célula de Schwann en las primeras etapas de la degeneracién Walleriana
(Syroid et al., 1999; Pellitteri et al., 2006). Las células de Schwann también expresan el
receptor correspondiente. Después del dia 7 postlesion, los macrofagos infiltrantes se
convierten en la principal fuente de IGF1 del cabo distal, sugiriendo que las células infla-
matorias también colaboran en el aporte neurotrofico (Kanje et al., 1989; Sjoberg y Kanje,
1989; Fansa et al., 2002).

En el cabo proximal la proteina asociada al crecimiento (GAP43)? y la proteina de fi-
lamentos intermedios periferina estan sobreexpesadas desde el primer dia después de la
lesion axonal y estan involucradas en la elongacion axonal. Los tres genes de los neurofi-
lamentos (NF-L, NF-M y NF-H) se presentan reprimidos (Hoffman y Lasek, 1980;
Hoffman et al., 1983), mientras que el ARNm de las tubulinas  de tipo Il y Il y sus pro-
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teinas correspondientes son mucho mas numerosos tras la axotomia (McQuarrie y Lasek,
1989; Stoll y Muller, 1999).

Al inicio de la regeneracion, varias ramificaciones emergen de cada axon. La ramifi-
cacion de los axones siempre ocurre a nivel de los nodos de Ranvier (Witzel et al., 2005).
Estas ramas podrian avanzar hacia el cabo distal; de esta manera, el nimero total de axo-
nes en el segmento distal podria exceder el nimero de axones originales del cabo proxi-
mal durante bastante tiempo (Jenqg et al., 1988). En el extremo de los axones en regenera-
cion aparecen los conos de crecimiento. Los conos de crecimiento son evaginaciones
moviles de los axones seccionados que se aplanan y se dispersan cuando encuentran un
medio adecuado. Emergen desde los axones seccionados estimulados por factores locales
(Kato e Ide, 1994), y emiten numerosas proyecciones citoplasmaticas (filopodios) que se
extienden en todas las direcciones hasta que una de ellas encuentra un sustrato favorable.
La primera ramificacion que lo encuentre tendra mayor probabilidad de estabilizarse y
sobrevivir. Las demas se retraeran en un proceso de degeneracion (Fine et al., 2000;
Zochodne, 2008).

En ausencia de una estructura que sirva de guia, como el cabo distal, los axones en
regeneracion siguen una ruta tortuosa y pueden formar un neuroma, compuesto por rami-
ficaciones axonales inmaduras y tejido conjuntivo (Swaim, 1972; Okuda et al., 2006). Si
los axones en regeneracion llegan al cabo distal, crecen a lo largo de los tubos endoneura-
les formados por las células de Schwann y la ld&mina basal, constituyendo unidades de
regeneracion (Zochodne, 2008). Los materiales para el crecimiento del axén son propor-
cionados principalmente por el soma neuronal mediante transporte axonal (Hoffman y
Lasek, 1980; McQuarrie y Lasek, 1989), aunque se ha descrito una sintesis local en el
axon, asi como procesos de degradacion de proteinas (Verma et al., 2005; Willis et al.,
2005; Willis y Twiss, 2006). La velocidad de la regeneracion axonal es muy lenta al prin-
cipio y alcanza un valor estable a los 3 0 4 dias de la lesion con alrededor de 1 a 3 mm por
dia (Fu y Gordon, 1997; Lundborg, 2004). Los factores que estimulan y controlan la rege-
neracion axonal provienen de multiples fuentes, pero la influencia mas importante deriva
del entorno local de la lesién. El crecimiento axonal requiere un sustrato adecuado de fac-
tores tropicos y troficos proporcionados por las células de Schwann reactivas y por la ma-

triz extracelular en el cabo nervioso degenerado (Verdu y Navarro, 1997).

% GAP43 son las siglas inglesas de growth associated protein 43.
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Los fenomenos de proliferacion y migracion de las células de Schwann pretenden co-
nectar el cabo proximal con los elementos del cabo distal. Las células de Schwann tratan
de crecer a la vez que el axoplasma, de esta manera proporcionan un armazon para la re-

generacion axonal (Cheng y Zochodne, 2002; Corfas et al., 2004; Chen et al., 2005).

A medida que el crecimiento del axon progresa hacia el cabo distal, tiene lugar la
mielinizacion por parte de las células de Schwann (Zochodne, 2008). Los lipidos deriva-
dos de la degradacion de la mielina durante la degeneracién walleriana se reutilizan para
la regeneracion y la remielinizacion. Las apolipoproteinas D y E (ApoD y ApoE) son pro-
teinas ligantes de lipidos que se acumulan en el cabo distal después de la axotomia
(Boyles et al., 1990; Ganfornina et al., 2010; Li et al., 2010). ApoE es producida por los
macrofagos infiltrados mientras que ApoD es expresada por los fibroblastos endoneurales
y por células gliales del nervio periférico (Ganfornina et al., 2010). Las lipoproteinas son
asimiladas por los conos de crecimiento de los axones y por las células de Schwann (Stoll
y Muller, 1999). La presencia de vainas de mielina es notable 6 ¢ 7 dias después de que el
frente de regeneracion haya llegado a un lugar determinado. Los nodos de Ranvier apare-
cen alrededor del dia 14 en los procesos regenerativos. La deposicion de mielina se pro-

longa hasta un periodo de un afio después del proceso de reparacién (Zochodne, 2008).

Cuando los axones alcanzan dianas sinapticas en el tejido periférico, las ramificacio-
nes axonales supranumerarias son eliminadas gradualmente. Las fibras nerviosas que re-
generan a través de canales erréneos en el segmento distal del nervio hacia dianas que no
les corresponden, tales como axones motores hacia la piel, son eliminadas (Brushart,
1993; Brushart et al., 1998). El significado bioldgico de la regeneracion es reemplazar el
segmento distal del nervio perdido durante la degeneracion y reinervar los tejidos diana.
Sin embargo, lo mas comun es que los procesos regenerativos no reconstituyan una es-
tructura nerviosa normal ni consigan una recuperacién funcional satisfactoria, especial-
mente cuando la lesion es severa (Jaquet et al., 2001; Guntinas-Lichius et al., 2005;
Johnson et al., 2005). Después de un proceso de lesion de un nervio y su reparacion, el
diametro de los axones regenerados, su velocidad de conduccion y su excitabilidad, per-
manecen por debajo de los niveles normales durante largos periodos de tiempo (Fields y
Ellisman, 1986), y consecuentemente, la recuperacion de los érganos reinervados es in-
completa y a menudo inadecuada (ljkema-Paassen et al., 2001). La limitacion de la rege-

neracion nerviosa es mayor cuando la lesion crea una discontinuidad en el nervio, y la
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1.2. Lesion y regeneracion del nervio periférico

regeneracion es menor cuanto mayor es el espacio entre los cabos seccionados, tanto
cuando se deja el nervio sin reparar como después de una reparacion quirdrgica (Buti et
al., 1996; Krarup et al., 2002).

Factores de crecimiento en el nervio durante el proceso de regeneracion

La supervivencia de los cuerpos celulares de las neuronas después de la axotomia es
requisito previo para la regeneracion de sus axones y esta facilitada por una coleccion de
factores neurotroficos de variadas procedencias (Lundborg, 2000). Asimismo, el enrique-
cimiento trofico en el cabo distal seccionado facilita la regeneracién de las fibras nervio-

sas lesionadas (Ramodn y Cajal, 1928; David y Aguayo, 1981; Fawcett y Keynes, 1990).

Factor de crecimiento nervioso (NGF)

La expresién de NGF aumenta rapidamente tras una lesién. Se ha observado que las
células satélite de los ganglios raquideos aumentan los niveles de NGF después de una
axotomia, lo que induce a la ramificacion de los axones después de la lesion (Zochodne y
Cheng, 2000; Kingham y Terenghi, 2006; Navarro et al., 2007). Las células de Schwann
del area lesionada también pueden aumentar los niveles de NGF répidamente, posible-
mente para compensar la pérdida de aporte desde el mismo nervio. El papel del NGF en la
recuperacion de la funcion de las motoneuronas puede ser limitado, ya que estas células
no presentan el receptor de alta afinidad trkA en sus membranas. Estudios in vitro en neu-
ronas aisladas han demostrado un efecto muy reducido en la produccion de neuritas en
respuesta a NGF (Boyd y Gordon, 2001). Los niveles del receptor de baja afinidad de
NGF p75N"" se incrementan en los somas y los axones de las motoneuronas, asi como en
las células de Schwann, durante la degeneracion walleriana (Boyd y Gordon, 2001; Hirata
et al., 2001). Usando dos modelos diferentes de lesion de motoneuronas en ratones mu-
tantes p75" """ se ha demostrado, sin embargo, que este incremento en la expresion de
p75""™R no es necesario para la supervivencia de las motoneuronas, y en cambio si parece

aumentar la sensibilidad a la muerte celular (Ferri y Bisby, 1999; Boyd y Gordon, 2001).

En el extremo distal de la lesion, la expresion de ARNm de neurotrofinas después de
la seccion de un nervio periférico esta regulada diferencialmente. EI NGF es detectable
tan solo 6 horas después de la lesion y sus niveles se incrementan hasta llegar a un méaxi-

mo a las dos semanas (Funakoshi et al., 1993).

39



1. Introduccion

Factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)

Los ganglios raquideos presentan altos niveles de BDNF después de una axotomia, lo
que puede inducir localmente una proliferacion de los retofios de los axones como en el
caso del NGF, o puede ser transportado en sentido anterogrado para aumentar su concen-
tracion en el extremo proximal de la lesion. La expresion de trkB es crucial para la rege-
neracion axonal y los altos niveles hallados después de una axotomia hacen pensar en una
funcion protectora en respuesta a la lesion (Funakoshi et al., 1993; Boyd y Gordon, 2001).
Ademas, parece ser que la sobreproduccién de BDNF y trkB puede provocar cambios en
la expresion de otros genes relacionados con la regeneracion (Funakoshi et al., 1993;
Boyd y Gordon, 2002; Kingham y Terenghi, 2006).

Numerosos estudios in vivo demuestran su participacion en la regeneracion nerviosa.
El nivel de BDNF aumenta en las células de Schwann denervadas entre los 7 y los 14 dias
postlesion (Funakoshi et al., 1993). Estos niveles contrastan con la situacion en el nervio
sano, en la que los niveles de BDNF son imperceptibles (Funakoshi et al., 1993). Si se
neutraliza el BDNF utilizando anticuerpos blogueantes se observa que este incremento

enddgeno es necesario para la adecuada regeneracion y mielinizacion del nervio ciatico.

Neurotrofina-3 y -4 (NT-3, NT-4)

La NT-4 es necesaria para iniciar el crecimiento de los axones en regeneracion. Alo-
trasplantes de animales knockout para la NT-4 producen una elongacion axonal significa-

tivamente menor que en los animales de fenotipo silvestre (Zochodne y Cheng, 2000).

Se han estudiado las variaciones de la expresion de neurotrofinas en el nervio perifé-
rico despues de diferentes tipos de lesiones. Los niveles de ARNm de NT-3 en el nervio
ciatico disminuyen notablemente tras una lesion por transeccion pero no por una contu-
sion o pinzamiento (Kingham y Terenghi, 2006). Despues, en el caso de la seccion, los
niveles de NT-3 aumentan de nuevo hasta los niveles del nervio normal a las dos semanas
(Funakoshi et al., 1993). La cantidad de ARNm de NT-4 tambien disminuye considera-
blemente en los primeros dias tras una neurotmesis (Funakoshi et al., 1993). Los niveles
de ambas proteinas aumentan de una manera importante después de todos los tipos de
lesiones. Este incremento de produccién de proteinas parece responder a la invasion de la
zona lesionada por parte de células inflamatorias. Asi, las grandes concentraciones de NT-

3 parecen estar relacionadas con la extension de la infiltracién macrofagica mas que con
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el grado de dafio axonal (Ahmed et al., 2005). Ademas, al contrario que el transporte an-
terogrado de BDNF después de una lesion, la NT-3 se sobreexpresa temporalmente en el

cabo proximal y desde alli es transportada al soma neuronal (DiStefano et al., 1992).

Factor neurotrofico ciliar (CNTF)

Disminuye tras la lesion. Esta disminucion se lleva a cabo a través de la ruta de sefia-
lizacion de ERK (kinasa Ras regulada por sefiales extracelulares). El receptor de CNTF se
expresa en las motoneuronas espinales (Zochodne y Cheng, 2000). Estas neuronas ex-
hiben un rapido y potente incremento en fosfo-STAT3 en sus dendritas, somas y nucleos
después de ser estimuladas con CNTF. La activacion de STAT3 por liberacion de CNTF
es una sefial retrograda temprana en motoneuronas axotomizadas. De este modo, la sobre-
expresion del receptor CNTF tras una lesion parece ser una respuesta de proteccion
(Zhang et al., 2004). Los ratones knockout para CNTF no tienen capacidad de recupera-
cion después de una lesion de pinzamiento en el nervio citico (Kingham y Terenghi,
2006).

Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

El FGF basico (bFGF) tiene efectos tréficos sobre el crecimiento y la regeneracion de
los axones en el sistema nervioso periférico (Laquerriere et al., 1994). Las células de
Schwann producen bFGF, que se puede unir a los proteoglicanos de la lamina basal como
el heparan sulfato (Gospodarowicz et al., 1987; Haynes, 1988; Walicke y Baird, 1988).
Esta propiedad permite la condensacion del bFGF en la Iamina basal de las células de
Schwann, haciendo que el bFGF esté rapidamente disponible para los axones en regenera-
cién que estan directamente en contacto con la ldmina basal (Ide, 1996). EI bFGF estimula
el crecimiento de los axones en regeneracion en la situacion experimental en la que se
usan trasplantes de segmentos de nervio en los cuales se han eliminado todos los elemen-

tos celulares (Fujimoto et al., 1997).

Factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF)

Una lesion en el nervio ciatico de una rata adulta provoca un rapido incremento del
ARNmM de GDNF en las células de Schwann del area dafiada. También se da una regula-
cion diferencial de los receptores de GDNF en los somas de las neuronas sensoriales. Los

receptores GDNF-a y c-ret también aumentan en el ndcleo facial tras la seccion de los
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axones de las neuronas motoras (Oppenheim et al., 2000). EI GDNF estimula la migra-
cion de las células de Schwann, e indirectamente acelera la mielinizacion (Oppenheim et
al., 1995; Yan et al., 1999; Oppenheim et al., 2000). Las células de Schwann denervadas
crénicamente tienen una expresion baja de GDNF; esto se relaciona con incapacidad en la

regeneracion (Boyd y Gordon, 2003).

B-Neurrequlina 1

El proceso de desdiferenciacion y proliferacion de las células de Schwann es un re-
quisito previo para la regeneracion de los axones después de una lesion. EI ARNm de la
NRG1 aparece en el nervio periférico 3 dias después de la axotomia y este hecho coincide
con la sintesis de ADN en las células de Schwann (Carroll et al., 1997). La expresion de
los receptores de Neurregulina ErbB2 y ErbB3 aumenta también rapidamente, alcanzando
un maximo entre los 5 y los 7 dias después de la lesion (Carroll et al., 1997; Adlkofer y
Lai, 2000; Kingham y Terenghi, 2006). A partir del quinto dia se observan los receptores

ErbB2 activados en células de Schwann del cabo distal seccionado (Kwon et al., 1997).

Se ha descrito que las células de Schwann mantenidas in vitro son capaces de produ-
cir y secretar polipéptidos de 42, 60 y 80 kDa correspondientes a formas inmaduras de
proNRGs (Raabe et al., 1998). Durante la degeneracion walleriana, la NRG1 producida
por las células de Schwann es una de las sefiales que activan la proliferacion de las células
de Schwann en ausencia del estimulo de los axones (Carroll et al., 1997). Ademas de ac-
tuar como mitdgeno, la NRG1 derivada de las células gliales podria actuar como factor de
supervivencia evitando la apoptosis (Grinspan et al., 1996; Syroid et al., 1996;
Trachtenberg y Thompson, 1996). Este hecho sustenta la hipotesis de que las células de
Schwann tienen un circuito autocrino de supervivencia basado en la NRG1 (Carroll et al.,
1997). Ademas, la NRG1 liberada por las células de Schwann parece estar involucrada en
la acumulacion de canales de Na* en los nodos de Ranvier de los axones en regeneracion
(Novakovic et al., 1996).

Otros factores tréficos involucrados en la regeneracion nerviosa del sistema nervioso
periférico son, por ejemplo, el IGF (Glazner et al., 1993; Edbladh et al., 1994) o el factor

de crecimiento derivado de los hepatocitos (Horie et al., 1991).
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sistema nervioso periférico

1.3.1. Estrategias de reparacion

El método més utilizado para solucionar lesiones producidas por la seccion de un
nervio es la coaptacion quirurgica de los dos cabos, siempre que el espacio entre ellos sea
pequefio (Bellamkonda, 2006). Cuando la distancia entre los cabos es grande (mas de 20
mm en humanos), la técnica estandar de reparacion es el trasplante autélogo de segmentos

de nervio sensitivo (Nichols et al., 2004).

Sutura

La clase mas simple de reparacién quirdrgica desde un punto de vista técnico es la re-
paracién cabo a cabo (end-to-end). En este método quirdrgico, todo el tronco nervioso es
suturado como una unidad mediante la aplicacion de suturas en el epineuro o por la apli-
cacion de una Unica sutura a través del eje central del tronco nervioso dafiado. La técnica
mas comun, la neurorrafia, consiste en la aplicacién de una serie de suturas simples a
través del epineuro (Millesi, 1984; McQuarrie, 1985). Con el progreso de las técnicas mi-
croquirurgicas, se consiguié la reparacion por sutura de cada una de las subunidades del
nervio periférico. Se colocan una o dos suturas de 10-0 en el perineuro para unir fascicu-
los individuales (Millesi et al., 1972; Haase et al., 1980; Harris, 1980). Este tipo de repa-
racion quirdrgica permite la anastomosis definitiva de los fasciculos y elimina la posibili-
dad de crecimiento centrifugo aberrante que puede ocurrir con la sutura epineural. La re-

paracion fascicular puede ser combinada con la sutura epineural para reforzar la linea de
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sutura en el lugar de la lesion. Un dato interesante es que la reparacion perineural no re-

sulta significativamente mejor que la epineural (Deumens et al., 2010).

Sin embargo, la técnica ideal en la reparacion del nervio es aquélla en la que no se
utilicen suturas. Todas las suturas provocan reacciones inflamatorias y formacion de teji-
do cicatricial localmente, que pueden llevar a la produccion excesiva de tejido de granula-
cion e impedir el progreso de los axones (Fine et al., 2000; Zochodne, 2008). Algunas
estrategias alternativas incluyen la utilizacion de pegamento de fibrina (Sunderland, 1990;
Suri et al., 2002) para reparar secciones de troncos nerviosos. La mayor desventaja de
estas practicas es la dificultad técnica y la escasa fuerza de cohesion en el lugar de la sec-
cién, que es la zona de maxima tensién (Fine et al., 2000). Se han probado también ce-
mentos de cianocrilato pero se observo una gran reaccién del tejido y dafio en elementos

neurales que desaconsejaban su uso clinico (Elgazzar et al., 2007; Landegren et al., 2010).

En grandes lesiones, la pérdida de tejido nervioso puede ocasionar la aparicion de un
espacio entre los dos cabos seccionados. Los cabos nerviosos se pueden estirar hasta un
limite para intentar su aproximacion (Lee y Wolfe, 2000; Hara et al., 2004). Cualquier
grado de estiramiento disminuye la tasa de éxito de la reparacion del nervio. Generalmen-
te no se puede estirar un nervio para cubrir un espacio de 2 6 3 cm. Este estiramiento dafia
la vascularizacién externa del nervio y predispone a un fallo de la reparacion debido a una
excesiva tension en el sitio de la sutura (Abe et al., 1996). En estudios experimentales se
ha demostrado que la regeneracion nerviosa a través de lineas de sutura en tensién es me-
nor que en condiciones normales (Sunderland et al., 2004). De esta manera, es necesario
buscar métodos alternativos para cubrir este espacio. Al igual que con otros 6rganos, los
nervios periféricos también son susceptibles de ser trasplantados. Una de las primeras
aproximaciones a la reparacién de un nervio seccionado utilizando segmentos de nervio
autologo fue desarrollada por Albert (1885). Desde entonces, y sobre todo a raiz de los
avances en microcirugia en la segunda mitad del siglo XX, el trasplante de segmentos de
nervio autélogo se ha implantado como la técnica de referencia (“gold standard”) para la
reparacion de lesiones nerviosas (Sunderland, 1951; Millesi et al., 1972; Swaim, 1972;
McQuarrie, 1985; Lundborg, 2000). Para maximizar el potencial de éxito de las técnicas
de trasplante, se han formulado unas directrices: En primer lugar, el didmetro del injerto
debe ser lo méas parecido posible al del tronco nervioso receptor. Un didmetro inadecuado

puede predisponer a un crecimiento axonal incompleto debido a la insuficiencia del
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numero de tubos de células de Schwann (bandas de Biingner) en el injerto. Ademas, la
longitud del injerto debe ser de un 15 a un 25% mayor que el espacio entre los cabos. Este
margen es suficiente para permitir el acortamiento del injerto debido a su propia degene-
racion y evita la tension el las lineas de anastomosis (Harris, 1980; Lundborg, 2000;
Jaquet et al., 2001; Sunderland et al., 2004).

Trasplante autdlogo

La técnica mas utilizada en la reparacion de grandes lesiones es la del autotrasplante
de segmentos de nervio periférico (Dellon y Mackinnon, 1988; Lundborg, 2000). Un tras-
plante autélogo es aquel en el que el donante y el receptor son el mismo organismo bio-
I6gico. Este tipo de trasplante evita la posible activacién inmunolégica y el consiguiente
rechazo, lo que llevaria a la destruccion del implante. Esta técnica proporciona a los axo-
nes en regeneracion un canal de guia natural poblado de células de Schwann funcionales y
rodeadas de su lamina basal (Deumens et al., 2010). Sin embargo, la recuperacion funcio-
nal es escasa. Tan solo el 40 — 50 % de los pacientes que reciben un tranplante de este tipo
consiguen un grado aceptable de recuperacion funcional (Lee y Wolfe, 2000). Ademas,
los trasplantes aut6logos presentan una serie de inconvenientes, tales como la escasez de
tejidos donantes, la desigualdad en el tamafio del nervio implantado y el nervio receptor o
la complicacién afiadida debida a la necesidad de una segunda intervencién quirurgica
(Lee y Wolfe, 2000; Nichols et al., 2004). En los cabos seccionados del nervio utilizado
como donante se puede dar la formacion de neuromas muy dolorosos. Ademas, el area
denervada queda privada de su funcion nerviosa (Deumens et al., 2010). El tipo de nervio
implantado también es importante (Brushart, 1993). Los segmentos de nervios mixtos son
los que mejores resultados presentan, muy por encima de los sensitivos. Sin embargo, se
suelen emplear segmentos de nervio sensitivo para no reducir otras funciones motoras.

Tal es el caso del nervio sural que es el mas comunmente utilizado (Nichols et al., 2004).

Trasplante alogénico y trasplante heterélogo

Un trasplante alogénico es aquel en el que intervienen un donante y un receptor dis-
tintos inmunologicamente pero de la misma especie. Los trasplantes heter6logos o xeno-

trasplantes son aquéllos en los que el donante y el receptor son de distinta especie. La dis-
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ponibilidad de una fuente de tejidos cadavéricos o de otras especies compensaria la esca-
sez de tejidos autdlogos para trasplantes, asi como los inconvenientes producidos por la
mutilacion de un nervio donante, la pérdida de funcionalidad en la zona o la desigualdad
en los tipos y tamafios de nervios implantados (Deumens et al., 2010). Sin embargo, tanto
los tejidos alogénicos como los heterélogos predisponen al receptor a una reaccion inmu-
ne adversa a menos que los componentes celulares de la respuesta inmune sean destruidos
durante el procesado del implante o sean suprimidos en el organismo receptor (Zochodne,
2008; Deumens et al., 2010).

La supresion de la respuesta inmune incluye la utilizacion de una drogas inmunosu-
presoras tales como el Tacrolimus (FK506) o la Ciclosporina A (Sugita et al., 2004). El
uso de estas drogas combinado con el tratamiento de irradiacion de implantes heter6logos
ayuda a la recuperacién de la funcién en numerosos casos a las pocas semanas de la inter-
vencion (Trumble, 1992; Berger et al., 2007). Una alternativa para evitar la utilizacion de
drogas inmunosupresoras es el tratamiento por “freeze-thawing” del tejido donante. Este
proceso consite basicamente en rapidas repeticiones de congelacién y descongelacion del
tejido, con lo que se consigue eliminar cualquier elemento celular del injerto preservando
unicamente la estructura y los componentes de la matriz extracelular (Evans et al., 1999).
La lamina basal de las células de Schwann y la estructura fibrilar de colageno endoneural
permanecen intactas. Estos armazones facilitan la regeneracion axonal a través de injertos
de hasta 3 cm (Evans et al., 1999; Kimura et al., 2005).

1.3.2. Ingenieria Tisular del nervio

La Ingenieria Tisular es una nueva area de la Biotecnologia cuyo objetivo es la fabri-
cacion de equivalentes tisulares organicos que puedan ser utilizados para la sustitucién de
tejidos y 6rganos dafiados (Langer y Vacanti, 1993; Nerem y Sambanis, 1995). El gran
desarrollo que ha sufrido esta disciplina durante las Ultimas décadas se justifica por la
escasez de tejidos donantes para las cirugias de trasplantes. Ademas, la utilizaciéon de
protesis artificiales elimina el riesgo de rechazo inmunologico del injerto y evita la utili-

zacién de inmunosupresores tras su implantacion (Sher et al., 1983).

El material ideal para la construccion de un equivalente tisular tiene que tener propie-

dades fisicas y bioquimicas similares a las de los nervios originales. La estructura de un
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implante artificial debe simular la arquitectura de la matriz extracelular del nervio origi-
nal, conteniendo una serie de canales longitudinales alineados con didmetros definidos y
con estructuras de conexion interna (Hadlock et al., 1998). Diversos factores de creci-
miento liberados desde estas estructuras artificiales podrian estimular los procesos bio-

I6gicos de la regeneracion nerviosa (Heath y Rutkowski, 1998).

En general, la ingenieria Tisular para la reparacion de las lesiones de los nervios pe-
riféricos se basa en tres componentes basicos: matrices para el soporte mecanico, elemen-

tos celulares y factores de crecimiento (Kim et al., 2004).

Estructura y materiales

Es necesario desarrollar un modelo tridimensional (constructo) en el que las células
puedan organizarse en una estructura espacial, con caracteristicas funcionales similares a
las del tejido que queremos sustituir. Los materiales para confeccionar conductos nervio-

sos artificiales deben tener las siguientes propiedades (Hudson et al., 2000):

1.- Deben poder adoptar la forma de un tubo con un diametro y un espesor de su pa-

red definidos.
2.- Deben ser facilmente implantables utilizando técnicas de microcirugia.
3.- Deben ser esterilizables.
4.- Deben ser biodegradables.

Hay dos fuentes de materiales utilizables para la construccién de un nervio artificial:

Naturales y artificiales.

Materiales naturales

Se ha puesto énfasis en la utilizacion de materiales naturales a modo de estructura pa-
ra construir conductos. En este sentido, se pueden fabricar conductos para la reparacion de
lesiones nerviosas a partir de tejidos autélogos o procedentes de cadaveres. Los tejidos
deben favorecer el crecimiento de los axones en su interior y presentar una organizacion
lineal que dirija el avance de las fibras nerviosas. Ademas, deben evitar las reacciones
inmunogénicas con el tejido receptor. La preparacion de un tronco nervioso de cadaver

para su posterior uso como alotrasplante comprende una mezcla de congelacion (proceso
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de “freeze-thawing”) e irradiacion del tejido donante para eliminar cualquier evidencia de
elementos celulares presentes (Evans et al., 1999; Kim et al., 2004; Kimura et al., 2005).
Los implantes pueden ser almacenados hasta 6 meses a -40° C antes de su utilizacion,
aunque sus resultados mejoran cuanto menor es el tiempo de espera (Evans et al., 1999;
Fansa et al., 2000).

Se ha demostrado que varios tejidos autdlogos permiten la regeneracion del nervio
cuando se usan como conductos. Entre ellos estan las cubiertas epineurales (Frerichs et
al., 2002; Fansa et al., 2003; Kim et al., 2004), tendones, fibras musculares, venas (Geuna
et al., 2003; Lundborg, 2004; Keilhoff et al., 2005; Raimondo et al., 2005) y laminas ba-
sales extraidas de tejido muscular decelularizado (Schmidt y Leach, 2003). Estos tejidos
autologos han sido también empleados en combinacion con factores de crecimiento o re-
vestidos de colégeno para estimular el crecimiento axonal y la migracion de las células de
Schwann (Fansa et al., 2002; Kim et al., 2004; Raimondo et al., 2005). La utilizacién de
materiales inertes reduce el riesgo de toxicidad y aumenta el grado de biocompatibilidad.
Sin embargo, estos implantes acelulares, aungue no son inmunogeénicos, tienden a produ-
cir un grado significativo de inflamacion, principalmente porque el proceso de decelulari-
zacion es incompleto y permanecen restos celulares o porque resultan alterados los ele-

mentos de la matriz extracelular (Chalfoun et al., 2006).

Materiales sintéticos

Los materiales sintéticos permanentes, no reabsorbibles, tales como polimeros basa-
dos en poli-tetrafluoretileno (Gore-Tex®) o en silicona (Williams et al., 1983; Lundborg,
1993; Stanec y Stanec, 1998; Braga-Silva, 1999; Lundborg, 2004) no son deseables ya
que suelen aparecer reacciones fibrdticas permanentes en el implante y se da una pérdida
de funcionalidad causada por la compresion de los axones en el interior del conducto
(Lietz et al., 2006). Ademas, conlleva un mayor riesgo de infeccion (Chalfoun et al.,
2006).

Sin embargo, se han empleado con éxito numerosos materiales sintéticos reabsorbi-
bles en la regeneracion de los nervios periféricos. Los constructos basados en Ingenieria
Tisular estan disefiados para degradarse a una determinada velocidad para permitir la co-
lonizacion del tejido formado de novo (Sheridan et al., 2000). Los materiales ideales de-

ben tener una estructura porosa adecuada, unas propiedades mecanicas resistentes y unas
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condiciones de cinética de liberacion de moléculas determinada (Sheridan et al., 2000). El
quitosano es un polisacérido derivado de la quitina que posee propiedades antitumorales y
antibacterianas y se ha demostrado que estimula la proliferacion y la migracion de las
celulas de Schwann, influyendo asi en la regeneracion del nervio (Yuan et al., 2004). El
poli-3-hidroxibutirato es un polimero natural que se ha utilizado para cubrir espacios de
hasta 4 cm en el nervio ciatico del conejo (Young et al., 2002). Poliésteres como el acido
polilactico, el &cido poliglicolico y copolimeros de ambos (acico poli(lactico-co-glicélico)
(PLGA) estan siendo empleados en investigacion por su amplia disponibilidad y porque
su utilizacion esta aprobada en humanos por la Food and Drug Administration (FDA) del
gobierno de los EEUU (Hudson et al., 2000). Aunque existe una gran variedad de mate-
riales adicionales, la aprobacién del PLGA para uso clinico ha incrementado el interés por
estos polimeros. Sus propiedades fisicas, tales como la posibilidad de fabricar un conduc-
to de dimensiones adecuadas, el tamafio de poro de la pared, la textura de la superficie y
una serie de propiedades eléctricas inherentes, influyen positivamente en la regeneracion
del nervio (Hudson et al., 2000). Estas propiedades afectan directamente a la difusion de
nutrientes a través de la pared del conducto. Ademas, se acelera el crecimiento axonal
gracias a una superficie lisa, y podria inhibir la proliferacion de células no deseables como

los fibroblastos, que pueden causar la formacién de procesos cicatriciales (Evans, 2003).

La luz del conducto podria completarse, en términos de Ingenieria Tisular, con mate-
riales que simulasen la apariencia y funcionalidad de la matriz extracelular presente en el
interior del nervio periférico (Sheridan et al., 2000). En los casos mas simples, el material
no tiene porqué ser bioactivo y simplemente rellena los espacios. Estos materiales son
utilizados, por ejemplo, como relleno en cirugia plastica o reconstructiva (Sheridan et al.,
2000). Sin embargo, a menudo se pretende imitar la funcion interactiva de la matriz extra-
celular. De este modo, se han empleado numerosas moléculas insolubles de la matriz ex-
tracelular para estimular la regeneracion axonal: laminina, fibronectina, fibrina y algunas
formas de colageno (Madison et al., 1985; Satou et al., 1986; Madison et al., 1987; Rosen
etal., 1992).

Puede rellenarse también con otras sustancias naturales de distinto origen. El alginato
es un polisacarido natural extraido de algas pardas como Laminaria hyperborea y L. les-
sonia, es bioabsorbible y tiene la capacidad de formar hidrogeles (Martinsen et al., 1989;

Martinsen et al., 1992; Amsden y Turner, 1999). Esta formado por un copolimero de aci-
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do B-D-manuroénico y de acido a-L-guluronico. Como biomaterial, el alginato tiene varias
ventajas incluyendo que es biocompatible y que no produce reaccion inmunoldgica
(Klock et al., 1997; Shapiro y Cohen, 1997). Una propiedad interesante es su capacidad
para formar geles, lo que permite la encapsulacion de diversas sustancias (Martinsen et
al., 1989; Amsden y Turner, 1999), asi como la liberacion controlada de factores de cre-
cimiento (Bouhadir et al., 2001; Augst et al., 2006). También se han utilizado los geles de
alginato como vehiculos para la transferencia de células en Ingenieria Tisular (Shapiro y
Cohen, 1997; Sheridan et al., 2000; Novikova et al., 2006). El alginato no se degrada en-
zimaticamente de forma natural en los mamiferos y de esta manera su degradacién esta
poco controlada (Lansdown y Payne, 1994). Ademas, las células no se adhieren correcta-
mente al alginato (Smetana, 1993). Modificaciones en la proporcion de cada uno de los

polimeros que lo forman pueden subsanar estos inconvenientes (Augst et al., 2006).
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Tres estructuras diferentes del alginato sodico mostrando los dos monémeros que lo componen:
B-D-manuronato (M) y a-L-guluronato (G). Adaptado de (Augst et al., 2006).

Componentes celulares

La inclusion de células de soporte neuronal parece imprescindible para la prolifera-
cion axonal (Rath et al., 1995). Aungue no se conocen todos los mecanismos que regulan
la dindmica de la relacion axon/célula de Schwann, numerosos experimentos apoyan el
concepto de que las células de Schwann ofrecen un sustrato preferente para la migracion

axonal y liberan factores bioactivos que incrementan la migracion nerviosa (Rath et al.,
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1995; Sobol et al., 2003). En el nervio normal, las células de Schwann parecen permane-
cer quiescentes; sin embargo, tras una lesion en el nervio, las células de Schwann del cabo
distal sufren numerosos cambios relacionados con la degeneracion axonal, por ejemplo,
colaborando en la fagocitosis de residuos celulares y mielina (Stoll et al., 1989; Hirata y
Kawabuchi, 2002). Ademas, las células de Schwann desempefian una labor importante en
la regeneracion de los nervios periféricos mediante la liberacion de factores de crecimien-
to (Fu y Gordon, 1997; Rosenbaum et al., 1997; Mirsky y Jessen, 1999; Bampton y
Taylor, 2005; Hayworth et al., 2006) y, quizas una funcion mecénica, cubriendo el espa-
cio entre el desplazamiento del cono de crecimiento axonal y la ldmina basal (Ide, 1996;
Wallquist et al., 2005; Court et al., 2006). A pesar del papel que las células de Schwann
puedan jugar en el crecimiento axonal en un conducto sintético, ha de resolverse el pro-
blema de la disponibilidad de una fuente de células de Schwann para su utilizacion en
Ingenieria Tisular. La utilizacion de células de Schwann autdgenas requeriria colectar
segmentos de nervios sensitivos para obtener cultivos celulares y expandir la poblacion de
células de Schwann in vitro hasta un numero adecuado, antes de su implantacion. No se
conoce realmente si estas células presembradas en en el interior del conducto permane-

ceran viables durante el proceso de transporte e implantacion.

Se deben explorar fuentes de células alternativas. Los datos obtenidos en el laborato-
rio de Chalfoun y cols. demuestran la capacidad de los fibroblastos para actuar como célu-
las de Schwann, liberando NGF para la proliferacién axonal (Patrick et al., 2001;
Chalfoun et al., 2006). La utilizacion de fibroblastos dérmicos modificados genéticamente
permite su facil recoleccién (a través de una biopsia de piel), expansién y crecimiento. Sin
embargo, la aparicion de procesos cicatriciales masivos hace rechazar este tipo celular.
Otros tipos celulares como HEK-293 se han usado recientemente con similar eficacia en
el crecimiento axonal pero sin la formacion de cicatriz fibrética (Jimenez et al., 2004;
McConnell et al., 2004; McConnell et al., 2005). Aparte de inducir una pequefia reaccion
inmunoldgica, esta linea celular es humana y embrionaria, haciendo de ella un prometedor
sistema de liberacion para inducir la expresion de factores de crecimiento (Jimenez et al.,
2004; McConnell et al., 2004; McConnell et al., 2005).

Ademaés, hay una gran variedad de posibilidades de desarrollar lineas celulares para la
diferenciacién nerviosa utilizando diferentes fuentes de células madre, tales como células

madre embrionarias, células madre derivadas de la médula dsea, células madre pluripo-
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tenciales somaticas, células madre derivadas de tejido adiposo, las células madre mesen-
quimales, y células progenitoras (Dezawa, 2002; Knight y Evans, 2004). La ventaja de
utilizar estas lineas celulares reside en que su potencial de diferenciacion puede ser esti-
mulado por los axones en progresion. Por otro lado, y ademas de las células de Schwann,
otras células podrian ser responsables del crecimiento axonal. Las células madre pluripo-
tenciales podrian permitir multiples patrones de diferenciacion, creando un ambiente ade-
cuado para estimular la regeneracion axonal. Murakami y cols trasplantaron células pro-
genitoras neuronales derivadas del hipocampo fetal en un modelo de implante en rata y
demostraron que se diferenciaban a células de Schwann que ayudaban a estimular la rege-
neracion a través de una lesion en un nervio (Murakami et al., 2003). Las células madre
neurales han sido identificadas en el sistema nervioso central del ser humano adulto, pero
la obvia dificultad que entrafia su extraccion y la dificultad que presenta su expansion, las
hace inviables para su uso terapéutico (Morrison et al., 1999). Las células madre de los
foliculos pilosos, que son facilmente accesibles, se han transdiferenciado con éxito a célu-
las de Schwann y ya se han aplicado a un modelo de regeneracion de nervio periférico
(Amoh et al., 2005). Las células madre de la médula 6sea o las células madre mesenqui-
males tienen semejantes ventajas en cuanto a la accesibilidad, y se han obtenido resulta-
dos parecidos en la regeneracién del nervio, principalmente porque muestran caracteristi-
cas similares a las células de Schwann (Dezawa et al., 2001; Cuevas et al., 2002; Cuevas
et al., 2004; Choi et al., 2005). Las células madre de la médula 6sea se pueden diferenciar
in vitro a células de tipo glial via induccién con varios mitdgenos. Tohill y Terenghi han
demostrado que estas células pueden aportar algunos efectos beneficiosos al crecimiento
de las células de Schwann, indicando un papel tanto estimulador como de aporte trofico
(Tohill et al., 2004; Tohill y Terenghi, 2004).

Factores de crecimiento

La capacidad de los conductos artificiales para facilitar la regeneracion axonal depen-
de, en gran medida, de la recolonizacion de la protesis por parte de células promotoras de
crecimiento (tales como células de Schwann y células endoteliales vasculares). Numero-
sos factores neurotréficos solubles se pueden incorporar directamente a los conductos
artificiales para estimular y regular el desarrollo de un nuevo tejido (Haynes, 1988;
Mahanthappa et al., 1996; Sheridan et al., 2000; Zochodne y Cheng, 2000; Whitaker et
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al., 2001). Algunos de ellos son el NGF, el BDNF, IGF-1 e IGF-2, el factor de crecimien-
to derivado de plaquetas, los FGFs y el CNTF (DiStefano et al., 1992; Funakoshi et al.,
1993; Yan et al., 1999; Zochodne y Cheng, 2000; Boyd y Gordon, 2002). Varias molécu-
las neurotréficas (NGF, BDNF, NT-3 o NT-4/5) acttan directamente para estimular la
supervivencia, e indirectamente sobre la regeneracion de los axones via células no neuro-
nales. EI NGF administrado exdgenamente evita la muerte de las neuronas sensoriales

axotomizadas (Yip et al., 1984; Rich et al., 1987; Thippeswamy et al., 2005).

Los factores de crecimiento pueden ser liberados a traveés de numerosos mecanismos.
Tradicionalmente, los factores de crecimiento se administraban exdgenamente aplicados
mediante tubos o inyecciones (Mohiuddin et al., 1999; Whitaker et al., 2001; Piotrowicz y
Shoichet, 2006; Zochodne, 2008). Este sistema de administracion permite el registro del
efecto de un Unico pico de actividad. Sin embargo, la liberacion de los factores de creci-
miento en una concentracion deseada en la interfase axén/célula de Schwann, no puede
ser controlada. Se han empleado otros métodos para la liberacion de moléculas, como la
utilizacion de microesferas (Schmidt y Leach, 2003). El problema es que la degradacion
de las microesferas es variable. La liberacion comienza inmediatamente después del inicio
de la degradacion, aunque se han registrado datos que demuestran que la liberacion con-
tinda durante largos periodos de tiempo (Piotrowicz y Shoichet, 2006). Otra estrategia es
unir los factores de crecimiento a los materiales sintéticos con los que se construyen los
conductos protésicos reabsorbibles. También pueden unirse a los materiales de relleno
(Sheridan et al., 2000; Bouhadir et al., 2001; Whitaker et al., 2001; Csaba et al., 2009).
Los protocolos deben tener en cuenta la secuencia, la dosificacion, la velocidad de libera-
cién y la duracion de la terapia (Whitaker et al., 2001; Rose y Oreffo, 2002).
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2. Justificacion

Las lesiones nerviosas en la Union Europea afectan a mas de 300.000 pacientes cada
afo. Estas lesiones tienen un grado limitado de recuperacion y suponen una gran afecta-
cion de la calidad de vida del paciente y de su familia, un elevado coste humano para el

sistema sanitario y, en muchas ocasiones, la incapacidad motora del sujeto.

Los métodos estandar de reparacion de lesiones con pérdida de tejido nervioso, basa-
dos en el trasplante autdlogo de un segmento de nervio periférico, no ofrecen resultados
satisfactorios en un gran ndmero de casos. Ademas, para ello es necesario disponer de
tejido nervioso donante en suficiente cantidad, lo que implica una complicada interven-

cién quirdrgica adicional y la mutilaciéon de un segmento de nervio sano.

En los ultimos afios se han desarrollado estrategias alternativas basadas en la utiliza-
cién de materiales bioldgicos o artificiales a modo de conducto que facilite la regenera-
cion nerviosa y la reconexion de los cabos nerviosos separados. En este sentido se crea la
necesidad de desarrollar un modelo experimental de regeneracion nerviosa a través de un
conducto artificial biocompatible y acelular, para estudiar los pardmetros biol6gicos que

intervienen en la regeneracion y evaluar su posible utilizacion en la préactica clinica.
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3. Hipotesis

Nuestra hipdtesis general es que el implante de un conducto de material biocompati-
ble con un gel en su interior que contenga y libere un factor de crecimiento neural, puede
favorecer la regeneracion de un nervio seccionado, sin la necesidad de afiadir elementos

celulares trasplantados.

Para confirmar esta hipdtesis nos hemos planteado los objetivos siguientes:
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4. Objetivos

Los objetivos que se pretenden alcanzar en esta Tesis Doctoral son los siguientes:

1. Elaborar una protesis artificial biocompatible y absorbible para implantar en

una neurectomia de 3 cm.

2. Disefiar la estructura interior de la protesis para evitar su colapso y que
ademas actle como medio ambiente extracelular capaz de inmovilizar y libe-

rar un factor neurotréfico como la B-Neurregulina 1 de tipo I.

3. Determinar la velocidad de la regeneracion de los nervios seccionados a través

de las protesis sin B-Neurregulina 1 y con B-Neurregulina 1.

4. Establecer los cambios fenotipicos detectables con métodos inmunohistoqui-

micos, de los elementos celulares que participan en la regeneracion nerviosa.
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5.1. Materiales

5.1.1. Animales de experimentacion

El animal empleado para la elaboracion de esta Tesis Doctoral es el conejo, Orycto-
lagus cuniculus L. 1758 (Leporidae, Lagomorpha, Mammalia) de la raza New Zealand. La
colonia de conejos New Zealand utilizada en la elaboracion de esta Tesis Doctoral fue
desarrollada y mantenida en el Animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Valladolid a partir de reproductores procedentes de la Granja San Bernardo (Tulebras,
Navarra). Los animales se mantuvieron a temperatura y humedad relativa constantes, con
un fotoperiodo artificial de 12/12 horas y fueron alimentados ad libitum con agua y pienso
compuesto para conejos (Rodent toxicology diet, B&K Universal G.J., S.L. Molins de

Rei, Barcelona).

Se emplearon un total de 30 conejos divididos en 6 grupos experimentales segin el
tiempo de supervivencia tras el implante de la prétesis (15 dias, 30 dias, 75 dias) y la pre-

sencia o no de factor de crecimiento.

En la presente Tesis Doctoral se utilizaron animales de ambos sexos. Los ejemplares
tenian edades de entre 90 y 120 dias y un peso corporal entre 3y 3,5 Kg en el momento de
la intervencion quirdrgica; no se apreciaron diferencias en las dimensiones de los nervios

ciaticos ni en los pardmetros de la regeneracion entre los ejemplares.

Todos los animales se mantuvieron, manipularon y sacrificaron segin las lineas esta-
blecidas en la directiva del Parlamento Europeo y del Consejo de las Comunidades Euro-
peas (2010/63/UE) y de la legislacion espafiola (RD 1201/2005 y Ley 32/2007) vigentes

para el uso y cuidado de animales de laboratorio.
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5.1.2. Productos quimicos

Se han utilizado los siguientes compuestos quimicos con pureza analitica. Se indica
primero la abreviatura o nombre comun, a continuacién la formula quimica, y por ultimo

el numero de serie del fabricante.

Acetona. CH3COCH; #8222511000 Merck, Darmstadt, Alemania.

Acido acético glacial. CH;COOH #100063 Merck, Darmstadt, Alemania.
Acido citrico, anhidro. CgHgO- #818707.1000 Merck, Darmstadt, Alemania.
Acido clorhidrico. HCI 37% #20255.290 BDH-Prolabo, Briare, Francia.
Acido picrico. CgH3sN3O7 #80452 Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO), EEUU.

Acido poli(DL-lactico-co-glictlico) (85/15). [CsH40,]x[CoH202]y #B6006-1 Lactel Ab-

sorbable Polymers (antes Birmingham Polymers Inc.).
Acido sulfurico. H,SO, #20690.293 BDH-Prolabo, Briare, Francia.

APTES, (3-aminopropil)triethoxysilane. HoN(CH,)3Si(OC,Hs); #A-3648 Sigma-Aldrich
Co., St. Louis (MO), EEUU.

Azul de Toluidina. C15H16CIN3S:0.5ZnCl, #89640 Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO),
EEUU.

Butorfanol tartrato. Torbugesic®. Fort Dodge Animal Health, Overland Park (KS), EEUU.
Calcio cloruro. CaCl, #22317.297 BDH-Prolabo, Briare, Francia.

Solucién antibidtica-antimicotica para cultivos celulares (penicilina, estreptomicina y an-
fotericina) #15240-062 Gibco, Invitrogen.

4’ 6-diamino-2-fenilindol, dihidrocloruro (DAPI). # D1306 Molecular Probes, Eugene
(OR), EEUU.

di-Potasio hidrégenofosfato. K,;HPO,4 #26930.362 BDH-Prolabo, Briare, Francia.
di-Sodio hidrégenofosfato. Na,HPO, #28026 BDH-Prolabo, Briare, Francia.
D (+) Sacarosa. C12H2,011 #27478.296 BDH-Prolabo, Briare, Francia.

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM). #31885 Gibco, Invitrogen.
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Entellan®. Medio de montaje para microscopia. #107961.0100 Merck, Darmstadt, Ale-

mania.
Etanol absoluto. C;HsO #100983.1011 Merck, Darmstadt, Alemania.
Etanol 96°. C,HsO:-nH,0, Davila Villalobos, S.L., (Duefias), Valladolid.
Formaldehido 35-40%. CH,O #20910.294 BDH-Prolabo, Briare, Francia.
Gentamicina. #G1397 Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO), EEUU.
Glutaraldehido 25%. #104239.100 Merck, Darmstadt, Alemania.

Heregulin-B1. Neurregulina recombinante humana #H7660 Sigma-Aldrich Co., St. Louis
(MO), EEUU.

Hierro cloruro, hexahidrato. FeCls-6H,0 #24214.295 BDH-Prolabo, Briare, Francia.
H,O destilada en nuestro laboratorio.

Ketamina clorhidrato. Imalgéne® 500, Merial S.A., Lyon, Francia.

Osmio (V1) éxido. OsO4 #124505.0500 Merck, Darmstadt, Alemania.

Oxido de propileno. C3HgsO #110205 Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO), EEUU.
Parafina tipo 6. #8336E Richard-Allan Scientific, Kalamazoo (M), EEUU
Paraformaldehido. (CH,0), #104005.1000 Merck, Darmstadt, Alemania.

Plomo nitrato. Pb(NOs), #L019 TAAB Laboratories Equipment Ltd., Aldermaston, Reino
Unido.

Potasio cloruro. KCI #26759.291 BDH-Prolabo, Briare, Francia.

Potasio dicromato. K,Cr,O7 #26781.297 BDH-Prolabo, Briare, Francia.

Potasio dihidrégenofosfato. KH,PO,4 #26925.295 BDH-Prolabo, Briare, Francia.

Resina Spurr. # S024/D TAAB Laboratories Equipment Ltd., Aldermaston, Reino Unido.
Sodio acetato. CH;COONa #27650.292 BDH-Prolabo, Briare, Francia.

Sodio alginato (alta viscosidad). #A7128 Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO), EEUU.

Sodio cloruro. NaCl #27800.291 BDH-Prolabo, Briare, Francia.
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Sodio dihidrogenofosfato, dihidrato. NaH,PO4-2H,0 #28011.291 BDH-Prolabo, Briare,

Francia.
Sodio hidroxido. NaOH #28244.295 BDH-Prolabo, Briare, Francia.
Sodio pentobarbital. Dolethal®, Vetoquinol S.A., Lure, Francia
Sodio tetraborato. NasB40; #229946 Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO), EEUU.

Sodio trifosfato pentabésico. NasP3;0;0 #T5883 Sigma-Aldrich Co., St. Louis (MO),
EEUU.

tri-Sodio citrato, dihidrato. NazCgHs07,-2H,0 #106448.1000 Merck, Darmstadt, Alema-

nia.
Triton® X-100. #28.817.295 BDH-Prolabo, Briare, Francia.

Uranilo acetato. UO,(OCOCHS3),:2H,0 #U001 TAAB Laboratories Equipment Ltd., Al-

dermaston, Reino Unido.

Vectashield®. Medio de montaje para microscopia de fluorescencia. #H-1000 Laborato-
rios Vector, Burlingame (CA), EEUU.

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

Xileno (mezcla de isémeros). CsH4-(CHs), #28973.363 BDH-Prolabo, Briare, Francia.

5.1.3. Disoluciones

Paraformaldehido tamponado. Esta compuesto de 4% (p/v) paraformaldehido despoli-
merizado tamponado a pH 7.4. Para 1 | de solucidon, se mezclan 40 g de paraformal-
dehido con unos 400 ml de H,Odd, calentando hasta 60°C. Se afiade 1 ml de NaOH 1
N. La mezcla se vuelve transparente una vez despolimerizado el paraformaldehido.
Se enfria rapidamente y se filtra. Se afiaden 250 ml de tampon fosfato 0.4 M, pH 7.4

y ajustamos el volumen hasta 1 | con H,Odd.

Fijador de Palay para microscopia electronica. Esta compuesto por 1% (p/v) parafor-
maldehido y 1% (v/v) glutaraldehido tamponados a pH 7.4. Para 1 | de solucidn, se
mezclan 40 g de paraformaldehido con unos 400-450 ml de H,O, calentando hasta

60°C. Se afiade 1 ml de NaOH 1 N. La mezcla se vuelve transparente una vez despo-
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limerizado el paraformaldehido. Se enfria rapidamente y se filtra. Se afiaden 4 ml de
CaCl, al 0.5% y 40 ml de glutaraldehido al 25% (comercial). Afiadimos 250 ml de

tampon fosfato 0.4 M, pH 7.4 y ajustamos el volumen hasta 1 | con H,O destilada.

Tampon fosfato 0.4M, pH 7.4 a 25° C. Se prepara mezclando 10.6 g de NaH,POy4-2H,0
y 56 gde K,;HPO,4 en 1 | de H,Odd y ajustando el pH a 7.4.

Tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4 a 25° C. Se prepara diluyendo la solucion anterior 1:4
con H,Odd.

Solucidn 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 KCI, 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 li-
tro con H,Odd.

Tratamiento de adherencia con Silane para portaobjetos. Previamente se someten los
portaobjetos a un tratamiento previo con mezcla sulfocrémica durante 10 min. La
mezcla sulfocromica se compone de 100 ml de H,SO,4 y 50 g de K,Cr,0; mezclados
en 1 | de H,Odd. Después se lavan los portaobjetos con H,Odd 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,Odd durante 2

min y se dejan secar a temperatura ambiente.

HCI 1 N. Se mezclan en el siguiente orden 91.38 ml de H,O destilada y 8.62 ml de HCI
concentrado (HCI 37 %).

Solucién 0.1 M de acido citrico. Se obtiene disolviendo 1.921 g de &cido citrico anhidro
en 100 ml de H,O destilada.

Solucién 0.1 M de citrato sodico. Se prepara disolviendo 2.94 g de tri-sodio citrato di-
hidrato en 100 ml de H,O destilada.

Tampon citrato 0.1 M, pH 6.0 a 25° C. Se obtiene mezclando 9 ml de una solucién 0.1
M de acido citrico y 41 ml de una solucién 0.1 M de citrato sodico en 400 ml de H,0O
destilada y ajustando el pH a 6.0 con NaOH 1 N. Por ultimo se ajusta el volumen a
500 ml con H,0O destilada.

Solucién de citrato de plomo. Se disuelven 1.33 g de nitrato de plomo en 30 ml de

H,Odd utilizando el sonicador. Se afiaden 1.76 g de tri-sodio citrato dihidrato y se
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mantiene en el bafio del sonicador hasta su completa disolucién. Se afiaden 8 ml de
NaOH 1 N agitando suavemente. La solucion debe ser completamente transparente.

Se completa el volumen hasta 50 ml con H,Odd.

NaOH 10 N. Se disuelven 40 g de NaOH en 60 ml de H,O destilada. Después se ajusta el

volumen a 100 ml con H,O destilada La reaccion es exotérmica.

NaOH 1 N. Se obtiene mezclando 10 ml de NaOH 10 N y H,O destilada hasta un volu-

men total de 100 ml.

Solucién de uso de DAPI. Soluciéon de 0.2 ug/ml de 4°,6-diamino-2-fenilindol dihidro-

cloruro.

5.1.4. Sueros inmunolégicos y sistemas de inmunodeteccion

Anti-neurofilamentos 200 kD. IgG de conejo anti-neurofilamentos 200 kD, N4142
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EEUU). Este anticuerpo policlonal esta dirigido con-
tra neurofilamentos 200 kD de médula espinal de bovino. Tiene reaccion cruzada con

otras especies, incluyendo el humano.

Anti-S100AL1. 1gG de raton anti-S100A1, WH0006271M1 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
EEUU). Anticuerpo monoclonal (1D5) dirigido contra la proteina recombinante

S100A1. Presenta reaccion cruzada con proteinas de humano.

Anti-p75" TR, 1gG de raton anti-p75"'", ab54322 (Abcam, Cambridge, Reino Unido). Este
anticuerpo monoclonal (SPM299) esta dirigido contra el receptor de NGF de baja afi-
nidad p75 de células de melanoma A875. Tiene reaccidn cruzada con otras especies,

incluyendo el humano.
Suero normal de cabra. #S-1000 Laboratorios Vector, Burlingame (CA), EEUU.

Albumina sérica bovina (BSA). #SP-5050 Laboratorios Vector, Burlingame (CA),
EEUU.

Anti-1gG de raton fluorescente AlexaFluor 488. #A11029 Molecular Probes, Eugene
(OR), EEUU.

Anti-1gG de raton fluorescente AlexaFluor 594. #A11031 Molecular Probes, Eugene
(OR), EEUU.
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Anti-1gG de conejo fluorescente AlexaFluor 488. #A11034 Molecular Probes, Eugene
(OR), EEUU.

Anti-1gG de conejo fluorescente AlexaFluor 594. #A11037 Molecular Probes, Eugene
(OR), EEUU.

5.1.5. Instrumentos

Arcon de congelacion. Temperatura controlada entre -70° C y -82° C. Revco Ultima lI;
Asheville, NC, EEUU.

Balanza Kern EG 600-2M. Kern & Sohn GmbH; Balingen, Alemania.
Balanza de precision Sartorius-Werke 2402; Goéttingen, Alemania.
Esterilizador/autoclave Raypa 75 L. R. Espinar, S.L., Terrasa, Espafia.

Microscopio bioldgico Zeiss Axiophot equipado para microscopia de campo claro, campo
oscuro, Nomarski y epifluorescencia con objetivos PlanApo 1.25x y UPlanFI 4x, 10x,
20x, 40x y 100x y sistema de captura de imagenes Zeiss MRW. Carl Zeiss Co., Leip-

zig, Alemania.

Microscopio bioldgico Leica DM6000 equipado para microscopia de campo claro, campo
oscuro, contraste diferencial y epifluorescencia con objetivos PlanApo 1.25x y Plan-
Fluo 5x, 10x, 20x, 40x, 63x y 100x y sistema de captura de imagenes Leica
DFC310FX. Leica Microsystems, GmgH, Alemania.

Material quirdrgico esterilizado en nuestro laboratorio.

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

Madrid, Espafia.

Microscopio electronico de transmisién Jeol JEM-1200 EX 1l de los Serviocios Centrales

de la Universidad de Valladolid. Jeol Ltd., Japon.
Microtomo de rotacion. Microm HM. Microm International GmbH, Walldorf, Alemania.
pHmetro Radiometer PHM82; Copenague, Dinamarca.
Pipetas de precision con rango entre 1.000 - 0.1 pl Eppendorf Research; Alemania.

Procesador de tejidos bioldgicos Leica TP1020. Leica Microsystems, GmgH, Alemania.
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5.2.1. Elaboracion de la bioprétesis

La protesis tiene un disefio tubular de 30 mm de longitud y un diametro interior de 3
mm. Estd fabricada con &cido poli(lactico-coglicolico). La proporcién relativa de cada
polimero es de 85/15. En su interior se hallan insertadas dos laminas del mismo material
que funcionan a modo de andamiaje. Ademas, se ha rellenado con un hidrogel de alginato

suplementado, en su caso, con f-Neurregulina 1 como factor de crecimietno.

Para la fabricacion del tubo se elaboré una solucién de acido poli(lactico-coglicolico)
al 10% en &cido acético glacial, en agitacion moderada y a temperatura ambiente durante
24 horas. A esta solucion se le afiadio un 0.1% de sodio trifosfato pentabasico (TPP) co-
mo cross-linker (Chen et al., 2006; Csaba et al., 2009).

Una vez disuelto, se elaboraron laminas finas extendiendo 500 pl de la solucion sobre
un portaobjetos en posicion horizontal. Tras la evaporacion del exceso de acido acético (el
proceso lleva aproximadamente 24 horas), una fina pelicula de acido poli(lactico-
coglicolico) cubre toda la superficie del portaobjetos de forma uniforme. Introduciendo el
portaobjetos en un recipiente con H,Odd durante unos segundos, la lamina se despega del
portaobjetos y se obtiene una membrana de biopolimero de 500 x 200 mm. Estas mem-
branas, una vez lavadas en DMEM con gentamicina al 1% para su esterilizacion, serviran

para elaborar la protesis tubular de la siguiente manera:

Dos membranas unidas se enrollan a lo largo de su eje mayor formando un tubo hue-
co de 3 mm de didmetro interno aproximadamente. La pared se compone de dos capas. Se
recortan los extremos para dejar una longitud total de 300 mm. Otras laminas se recortan
a la medida de 300 x 3 mm y se introducen en el interior del tubo. Estas laminas serviran

como armazon de la estructura tubular y dividiran la luz del tubo.
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En el interior del tubo se inyecta, como material de relleno, un hidrogel de alginato

sodico al 4%. El gel de alginato se elabora disolviendo 4 g de alginato sédico (previamen-

te esterilizado) en 100 ml de medio definido, en agitacibn moderada y a temperatura am-

biente. De esta manera se consigue la gelificacion de la solucion. Para uno de los grupos

experimentales, se afiade B Neurregulina 1 10 nM a la solucién durante el proceso de geli-

ficacion, consiguiendo que la sustancia quede inmobilizada en el gel de alginato (ver ilus-

tracion). El gel se introduce en la proétesis tubular y al enfriarse, se vuelve mas compacto y

desaloja las burbujas de aire del interior del conducto.

L-carnitina
L-glutamina
Hepes
Putrescina
Taurina
Penicilina-estrep
Gentamicina
AlblUmina bovina
Ac ascorbico
MEM amino acid
MEM vitamin
ITS

Ac lipoico
Retinol

Biotin

Ac linoleico

Ac linolenico
Tocoferol
Progesterona

Vit B12

2 ug/ml
2mM
15 mM
8 pg/mi
4 pg/mi
50 Ul/ml
40 pg/ml
1 mg/ml
1 pg/mi
1 m1/100 ml
1 m1/100 ml
1 m1/100 ml
100 ng/ml
200 ng/ml
20 ng/ml
1 pg/mi
1 pg/mi
1 pg/mi
6,3 ng/ml
1 pg/mi

Referencia
C-0283
G-8540
H-6147
P-5780
T-8691
A-5955

1570-037
A-1470
A-4034
M-7145
M-6895

1-1884
T-1395
R-7632
B-4639
L-5900
L-2376
T-3251
P-8783
C-3607

Composicién del medio definido utilizado para la disolucién del alginato sédico. Todos los pro-
ductos son de Sigma excepto la gentamicina que es de Gibco.

un tiempo no superior a 4 horas.

La bioprétesis asi elaborada se conserva a 4° C hasta su implantacion in vivo, durante

Proteina nmovilizada incluida en la matriz

Esquema del modelo de inmovilizacion de proteinas en una matriz de hidrogel de alginato. Adap-
tado de (Fajardo-Ochoa et al., 2011).

78



5.2. Métodos

5.2.2. Implante de la bioprotesis

Se anestesia profundamente al conejo mediante inyeccion intramuscular de una mez-
cla de ketamina, xilacina y butorfanol (35 mg/kg de ketamina, 5 mg/kg de xilacina y 0.1
mg/kg de butorfanol). Esta dosis permite de 60 a 90 minutos de sedacion quirdrgica. Una
vez comprobada la eficacia de la anestesia por ausencia de reflejo palpebral, se practicd
un corte en la piel del muslo de la pata derecha de 4 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 2.5
cm (longitud siempre inferior a la de la prétesis bioabsorbible para evitar tensiones en los
puntos de sutura) y en su lugar se interpuso una protesis de 3 cm de longitud. El implante
se sutura al epineuro con la ayuda de un microscopio quirdargico de baja magnificacion
(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 todas
las suturas y después se atan todas al mismo tiempo. Esto minimiza el exceso de traccion
en un s6lo punto del nervio. Para empezar, se colocan dos suturas de monofilamento 10-0
(Ethilon) en el cabo nervioso proximal separadas 180°. Estas suturas mantienen el cabo y
la bioprotesis alineados. Una sutura adicional se coloca en la parte superior del nervio. En
este momento se sujetan los extremos de las suturas y se hace girar el tronco nervioso para
exponer su parte inferior. Se da un punto de sutura mas en este lado. Los nudos se inspec-
cionan para comprobar si todos tienen la misma tension. Se repite el proceso de la misma

manera en el cabo distal.

La sutura se realizo a aproximadamente 1 mm del borde del nervio seccionado. La di-
reccién de la sutura va desde la superficie del nervio y emerge subepineuralmente. Es lle-
vada al extremo libre y el proceso continta en el extremo de la protesis. EIl segundo pase
perfora la bioprétesis por su cara interior y emerge por la superficie. Esto completa una
sutura simple interrumpida. Es deseable un numero pequefio de suturas para que la reac-
cién inflamatoria causada por el material de sutura sea minima. Swaim determind que
cuatro suturas equidistantes son suficientes para una adecuada reparacion en el caso de la

coaptacion de dos cabos nerviosos seccionados (Swaim, 1972).
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Una vez implantada la prétesis, se cerr6 el campo operatorio suturando la fascia mus-
cular con CatGut 5-0 y la piel con Nylon 6-0. 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.

5.2.3. Obtencién y preparacion del tejido

Una vez anestesiado profundamente el animal con una mezcla de ketamina 'y xilacina
(35 mg/kg de ketamina y 5 mg/kg de xilacina), se le aplicd la eutanasia utilizando una
dosis letal de pentobarbital sédico (Dolethal®) por via intravenosa. Se comprobé la muerte
del animal por la aparicién de midriasis, la ausencia respiracion y de latido y la ausencia

de pulso arterial.

Se disecé la extremidad inferior derecha para extraer el segmento implantado méas
una porcién de 1 cm de nervio ciatico antes y después de la biopratesis.
5.2.4. Seccibn y distribucién de tinciones

El nervio ciatico conteniendo la bioproétesis, se dividié en varios segmentos segun el

gréafico siguiente:

8 mm 8 mm
Segmento 2 Segmento 4
2 mm 2 mm 2 mm 2 mm
Segmento 1 Segmento 3 Segmento 5
10 mm 10 mm 10 mm

Segmentos impares:

Los segmentos impares se fijaron por inmersion con paraformaldehido tamponado al
4% durante 24 horas a 4° C. Se lavaron en tampén fosfato 0.1 M pH 7.4 en agitacion mo-
derada durante 1 hora para eliminar el exceso de fijador y se procesaron para ser incluidos

en parafina y seccionados con un microtomo de rotacién siguiendo un plano longitudinal:
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En un procesador de tejidos bioldgicos, los bloques de tejido fueron deshidratados en
una bateria de alcoholes de gradacion creciente, acabando en dos bafios de etanol absoluto
y dos de xilol. Posteriormente fueron embebidos en parafina mediante dos bafios consecu-
tivos de parafina liquida a una temperatura de 62° C. Los bloques de tejido fueron encas-
trados después en moldes para su secciomamiento. Las secciones, de 5 um de grosor fue-
ron destinadas a la realizacion de técnicas de inmunofluorescencia para demostrar diferen-

tes marcadores de elementos neurales.

Secciones seriadas de cada uno de los bloques pares se procesaron con las siguientes

técnicas:
Tinciones inmunofluorescentes para los siguientes marcadores:
¢ Neurofilamentos 200 kD (NF)
e Proteina ligante de Calcio S100A1 (S100)
e Receptor de neurotrofinas p75 (p75" ")

e Inmunofluorescencia doble NF + p75N™"

Deteccion de marcadores mediante inmunofluorescencia

Después de desparafinar e hidratar las secciones, se sometieron los cortes a un trata-
miento para desenmascarar antigenos sumergiéndolos en tampoén citrato pH 6.0 a 60° C
durante 1 hora. Se enfriaron las secciones y se lavaron 3 x 10 min en PBS pH 7.4. Segui-
damente se bloguearon las uniones inespecificas del anticuerpo secundario incubando las
secciones durante 15 min en camara himeda y a temperatura ambiente, en un medio com-

puesto por:
- PBS
— BSAal 1%
— Suero normal de cabra al 10%

Se elimind el medio de bloqueo lavando las secciones 3 x 10 min en PBS y se incu-
baron en el anticuerpo primario durante 12 horas en cdmara hiumeda y a 4° C. El suero de

incubacion estaba compuesto por:

- PBS
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— Anticuerpo primario en la dilucion adecuada (ver tabla I)

Se lavaron las secciones 3 x 10 min en PBS para eliminar el exceso de anticuerpo y
se incubaron en el medio del anticuerpo secundario durante 1 hora en camara himeda, a

temperatura ambiente y en oscuridad. EI medio contenia:
- PBS
— Anti-lgG de raton fluorescente en dilucién 1:200

Las secciones se lavaron 3 x 10 min en PBS para eliminar el exceso de anticuerpo.
Por Gltimo, se realiz6 una tincidn de los ndcleos sumergiendo las secciones en solucion de
DAPI durante 10 min en cdmara humeda, a temperatura ambiente y en oscuridad, y se

montaron los cortes con Vectashield® y cubreobjetos.
Controles de especificidad

a) Eliminacion del anticuerpo primario en el primer suero de incubacion para de-

tectar uniones inespecificas del anticuerpo secundario al tejido.

b) Incubacion de las secciones Unicamente con PBS para detectar posibles ele-

mentos enddgenos autofluorescentes.

En ninguno de los casos se observaron elementos marcados, aunque si una tincion de
fondo inespecifica muy leve. Los eritrocitos, muy escasos y en pocos animales, se marca-
ban intensamente ya que poseen autofluorescencia debida al grupo hemo, pero eran facil-

mente identificables por su morfologia.

TABLA |: SUEROS INMUNOLOGICOS

Anticuerpo primario Concentracion Antisuero secundario
Anti-neurofilamentos 200 kD 1: 100 Anti-1gG de conejo

Anti-p75" TR Prediluido Anti-lgG de ratén

Anti-S100A1 1: 50 Anti-1gG de raton
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Deteccion de dos marcadores mediante inmunofluorescencia

Esta variacion del protocolo anterior se realiz6 para comprobar la colocalizacion de
dos marcadores. Se realizaron dos técnicas de inmunofluorescencia de manera secuencial:

primeramente con uno de los anticuerpos y seguidamente con el otro.

De la misma forma que en el caso anterior, tras desparafinar e hidratar las secciones,
se sometieron los cortes a un tratamiento para desenmascarar antigenos seguido del blo-
queo de las uniones inespecificas del anticuerpo secundario. Después se elimind el medio
de bloqueo lavando las secciones 3 x 10 min en PBS y se incubaron las secciones en el
primer antisuero primario durante 30 min en camara humeda y a temperatura ambiente. El

medio de incubacion estaba compuesto por:
- PBS
— Anticuerpo anti-p75""* RTU

Se lavaron las secciones 3 x 10 min en PBS para eliminar el exceso de anticuerpo y
se incubaron en el medio del primer anticuerpo secundario durante 1 hora en cdmara

himeda, a temperatura ambiente y en oscuridad.
El medio contenia:
— PBS
— Anti-1gG de raton fluorescente en dilucion 1:200
Las secciones se lavaron 3 x 10 min en PBS para eliminar el exceso de anticuerpo.

En este momento los cortes se incubaron con el segundo anticuerpo primario durante

12 horas en camara hiumeda y a 4° C. EI medio de incubacion estaba compuesto por:
- PBS
— Anticuerpo anti-NF en dilucién 1:100

Se lavaron las secciones 3 x 10 min en PBS para eliminar el exceso de anticuerpo y
se incubaron en el medio del segundo anticuerpo secundario durante 1 hora en camara

himeda, a temperatura ambiente y en oscuridad. El medio contenia:
— PBS

— Anti-1gG de conejo fluorescente en dilucion 1:200
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Las secciones se lavaron 3 x 10 min en PBS para eliminar el exceso de anticuerpo.
Por Gltimo, se realiz6 una tincidn de los nucleos sumergiendo las secciones en solucion de
DAPI durante 10 min en cAmara humeda, a temperatura ambiente y en oscuridad, y se

montaron los cortes con Vectashield® y cubreobjetos.

Segmentos pares:

Los segmentos pares se procesaron para microscopia electronica de transmision y pa-
ra la obtencidn de secciones semifinas. Para ello necesitaron una fijacion por inmersion de
24 horas en fijador de Palay a 4° C. Despueés de un lavado de 1 hora en tampdn fosfato 0.1
M, pH 7.4 en agitaciébn moderada y a temperatura ambiente, estos blogques de tejido se
incluyeron en resina Spurr y se seccionaron con un ultramicrotomo LKB Ultratome, obte-
niéndose secciones semifinas (1 um de grosor) para su observacién mediante microscopia
de luz. También se obtuvieron secciones ultrafinas (30 — 40 nm de grosor) para su estudio

mediante microscopia electronica de transmision.

Procesamiento para microscopia electronica

Los bloques de tejido se refijaron en OsO, al 1% en tampdn fosfato 0.1 M pH 7.4 du-
rante 2 horas en agitacion continua y a temperatura ambiente. Se lavaron los bloques en
PB frio 2 x 2 min para eliminar el exceso de OsOy, y se deshidrataron en una serie de ace-
tona de gradacién creciente: 50° - 70° - 80° - 96° - 96° - 100° - 100°, acabando finalmente
con dos bafios de 15 min de 6xido de propileno. Para preparar el tejido para la inclusion
en resina, se sumergieron los blogues en una mezcla al 50% de 6xido de propileno y resi-
na Spurr durante 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente se incluyeron los bloques
orientados en moldes de plastico que contenian resina Spurr y se dejaron polimerizar du-
rante 12 horas a 60° C. Una vez endurecida la resina, se tallaron los bloques y se obtuvie-
ron los cortes con el ultramicrotomo, eligiendo las secciones que presentaban un color

plateado.

Para observar la estructura general del corte a microscopia Optica se realizaron cortes
semifinos (de 1 um de espesor). La seccidn semifina se recogié sobre un portaojetos y se
tifid con solucion de azul de Toluidina (1% de azul de Toluidina en solucion de tetrabora-

to sodico al 1%).
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Para el estudio de la ultraestructura, se selecciond una zona de interés y se retallo
bloque. Se realizaron cortes ultrafinos de unos 300 A. Los cortes se recogieron sobre reji-
llas de cobre electrolitico de 3 mm de didmetro y 200 - 300 mallas, sin ningdn recubri-
miento de soporte. Por Gltimo, se contrastaron las secciones mediante una doble tincion
con acetato de uranilo durante 30 min y una solucion de citrato de plomo durante 5 min.
Para finalizar, se lavaron las rejillas 10 veces en H,Odd y se dejaron secar sobre un papel

secante.

5.2.4. Evaluacion y procesamiento estadistico de los datos

Se tomaron imagenes con un microscopio Zeiss Axiophot que tiene acoplada una
camara digital y un filtro tricromatico secuencial, controlados por el programa Spot®, ver-
sion 2.0.7 (C.R.l. Cambridge Research Incorporated). Ademas, para la obtencion de las
iméagenes panoramicas de la seccién 6.1 de esta Tesis Doctoral se utilizé un microscopio
Leica DM6000 equipado con epifluorescencia, camara digital Leica DFC310FX y platina
motorizada en los ejes X, Y y Z. Mediante el programa Leica AF6000 (Leica Microsys-
tems, GmbH) se escanearon las preparaciones capturando imagenes contiguas que des-
pués se fusionaron automaticamente formando una composicion de entre 64 y 96 image-

nes, dependiendo de las dimensiones de la preparacion. Posteriormente, todas las image-

nes se procesaron digitalmente con el programa Adobe® Photoshop® CS3 (Adobe Sys-

tems Incorporated, http://www.adobe.es) para igualar el brillo, el contraste y el balance de

color, y eliminar posibles artefactos del fondo.

El andlisis histomorfométrico de las imagenes se realizdé con el programa Image J
1.40g (National Institute of Health, EEUU). Para evaluar el progreso de la regeneracion se
calcul6 la distancia total en longitud recorrida por los axones NF* desde el extremo del
cabo nervioso proximal. La migracion de las células de Schwann desde el cabo proximal
se evalud de manera analoga en secciones longitudinales inmunomarcadas para p75™ .
Asimismo, se cuantifico el numero total de axones mielinizados contando semiautomati-
camente las figuras mielinicas de cuatro campos elegidos al azar correspondientes a sec-
ciones semifinas transversales. Estas secciones semifinas eran inmediatamente siguientes
a la seccion longitudinal. Para estimar la migracién de las células de Schwann p75™ "

desde el cabo distal, se tomaron como referencia las figuras positivas en una franja 0.5
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mm anterior al nervio del cabo distal. Todas las medidas morfométricas fueron realizadas
con el método doble ciego mediante la identificacion de las secciones con un codigo no

relacionado con su origen.

El anélisis estadistico se llevd a cabo utilizando test no paramétricos y el estadistico
U de Mann-Whitney. Los resultados se expresan como medias £ SEM. Se utilizé el pro-

grama InStat 3.1 para el andlisis estadistico (GraphPad Software, Inc.).

El contenido impreso de esta Tesis Doctoral se elabord con el procesador de texto

Microsoft®  word® 2008 de  Microsoft Corporation  para  Macintosh
(http://www.microsoft.com) y con el gestor de referencias bibliograficas EndNote X3
(Thomson Reuters ©1998-2009).
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6. Resultados






Una serie de experimentos previos a la elaboracion de esta Tesis Doctoral y una ex-
ploracion extensiva de la literatura existente en el momento, sirvieron para establecer el
disefio de la bioprotesis para la reparacion de lesiones de nervio periférico. Se evaluaron
las propiedades fisicas de los materiales empleados y su comportamiento como sustrato
para la adhesion celular. A continuacién se comentan brevemente algunos de los resulta-

dos obtenidos.

Para la construccién de la estructura tubular se eligieron inicialmente tres polimeros
sintéticos bioabsorbibles: el quitosano, la e-caprolactona, el acido poli(L-lactico) y el &ci-
do &cico poli(lactico-co-glicolico). El quitosano, aunque demostré un buen rendimiento
como sustrato para la adhesion celular, se volvia rigido y deformable frente a diferentes
condiciones de hidratacion. De esta manera, la construccion de la estructura tubular pre-
sentaba grandes dificultades y evolucionaba modificando su forma original. Por el contra-
rio, la e-caprolactona tenia unas propiedades de maleabilidad y estabilidad estructural méas
convenientes. Este material era compatible en cultivo con numerosos tipos celulares,
siendo un sustrato adecuado para la adhesion de cultivos primarios de células de Schwann
de conejo neonato y de células RN 22 (figura 1A), una linea celular de schwannoma de
rata, adquirida a ECACC (European Collection of Cell Culture). Sin embargo, la viabili-
dad de los cultivos era escasa pasados pocos dias. El acido poli(L-lactico) no presentd un
buen comportamiento en cultivo, debido posiblemente, a la citotoxicidad de elevadas
concentraciones de &cido lactico en el medio de cultivo por la hidrolisis del polimero. Por
otro lado, el acido poli(lactico-co-glicolico) (PLGA) mostrd un mejor rendimiento en cul-

tivo a largo plazo que la e-caprolactona (figura 1B).

Figura 1: Ejemplos de cultivos de células RN 22 sobre ldminas de e-caprolactona (A) y PLGA
(B). (Barras de escala: A 25 umy B 75 pm).
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Las propiedades fisicas del PLGA eran facilmente modificables gracias a su estructu-
ra copolimérica. Variando la concentracion de cada uno de los polimeros se conseguian
las propiedades deseadas de plasticidad, resistencia a la rotura y rigidez. Estudiamos com-
binaciones de &cido lactico y &cido glicdlico de 50/50, 75/25 y de 85/15, siendo esta Ulti-
ma la elegida para la constrccion de la estructura tubular. La superficie de las laminas de
copolimero 85/15 presentaban un aspecto liso y poroso a microscopia electronica de ba-

rrido (figura 2).

= =7 N |

Figura 2: En la micrografia de la izquierda, aspecto a microscopia electrénica de barrido de la
superficie de una ldmina de PLGA 85/15 (barra de escala: 10 um). La imagen de la derecha
muestra la seccion transversal de un modelo de prétesis construida con laminas plegadas de
PLGA arrolladas en el interior para formar compartimentos semejantes a fasciculos nerviosos.

Decidimos crear la pared exterior del conducto de manera que tuviera dos capas de
PLGA, para dotarla de mayor resistencia a la torsién. En el interior del conducto introdu-
jimos dos laminas de 30 mm de largo x 3 mm de anchura a modo de andamiaje interno
para evitar el colapso del tubo. Ademas, estas ldminas internas crean camaras interiores
que pretenden imitar los compartimentos fasciculares de un nervio. Para llegar a elegir
este modelo, previamente realizamos experimentos de corta duracion implantando distin-
tos disefios de conducto en neurectomias de nervio ciatico de rata. Los conductos sin es-
trucutra interna se colapsaban con frecuencia debido al movimiento del animal y la rege-
neracién estaba interrumpida. Disefiamos una estructura interna de ldaminas de PLGA ple-
gadas y enrolladas sobre si mismas, que imitaba la compartimentalizacién en fasciculos
de un nervio periférico y aumentaba la superficie adhesiva para las células (figura 2).
Aunque el disefio era bueno, los espacios creados entre las laminas se obstruian con faci-

lidad, retrasando la regeneracion nerviosa. Este modelo fue finalmente desechado.
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Como materiales para la matriz interna del conducto se probaron también diferentes
estrategias, como la utilizacion de coagulos de fibrina, Matrigel® o los hidrogeles de algi-
nato. La fibrina es un buen sustrato para el crecimiento de los axones, aungque su estructu-
ra amorfa puede inducir a una mala orientacién de las fibras nerviosas. Ademas, la con-
traccion del coagulo a temperatura fisioldgica y su rapida reabsorcién podrian causar la
desaparicion de la matriz antes de la progresion de la regeneracion, suprimiendo sus efec-
tos beneficiosos como sustrato. Tampoco obtuvimos buenos resultados utilizando Matri-
gel® como material de relleno. Decidimos incluir el alginato sodico como matriz porque
no es hidrolizable y permanece estable en el interior del conducto. Ademas, protege de la
hidrolisis a los factores de crecimiento que se le afiaden, manteniéndolos disponibles du-

rante largos periodos de tiempo.

La colocacion de las prétesis no supuso ningin problema una vez dominadas unas
sencillas técnicas microquirdrgicas. Pudimos comprobar que, durante el proceso quirlrgi-
co, el constructo mantenia integra su estructura. La pared exterior de &cico poli(lactico-co-
glicolico), consistente en dos vueltas de ld&mina de polimero, no se desenrollaba al ser
colocada. Tampoco observamos que las laminas internas de PLGA fueran extruidas a
consecuencia de la manipulacion, ni que la matriz interna de hidrogel de alginato tendiera
a salir. No se observaron comportamientos higroscopicos en el constructo cuando se ponia
en contacto con soluciones de lavado. Ademas, el PLGA 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 (figura 3D).

Con nuestra técnica de abordaje, que respeta la integridad de los paquetes musculares,
conseguimos evitar la aparicién de hemorragias en el campo quirdrgico. La presencia de
sangre era minima como se puede observar en las figuras 3B y 3C. La recuperacion post-
quirurgica de los conejos fue rapida y el aspecto externo de la cicatriz epitelial era de

completa reparacion pocos dias después (figura 3E).

Los conductos permanecieron intactos sin romperse hasta el momento de ser extrai-
dos. Los extremos proximal y distal del nervio mantuvieron su adherencia al conducto
mediante las microsuturas. No se identificaron reacciones inflamatorias significativas y no
hubo neuromas aparentes. La extraccion del implante requirio la diseccién de tejido mus-
cular firmemente adherido, indicando una incorporacién tisular, vascularizacion y degra-

dacion del polimero (figura 3F).
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Los estudios de microscopia electrénica se realizaron unicamente con secciones obte-
nidas de las partes centrales del conducto (segmentos 2 y 4). En los grupos de 15 dias no
se realizaron estudios de microscopia electronica ya que el tejido nervioso en regenera-

cién no habia alcanzado aun las cotas elegidas para el estudio.

A continuacion se describen los patrones de distribucion de los marcadores emplea-

dos en cada uno de los grupos temporales.
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Figura 3: Dos protesis de acido poli(lactico-co-glicolico) y gel de alginato en una placa de cultivo
de 35 mm de diametro, preparadas para ser implantadas (A). Se anudan para facilitar su manipu-
lacion y para mantener su forma tubular al principio. En el momento de la cirugia estas ligaduras
se retiran y el conducto no se desorganiza. En B, el nervio ciatico del conejo expuesto al nivel de
la seccion. Los paquetes musculares no se desgarran y el campo quirdrgico es limpio. En C se
observa la prétesis una vez implantada cubriendo un espacio de 30 mm entre los cabos nerviosos
seccionados. Detalle de las suturas entre el epineuro y la pared polimérica del conducto en el
extremo proximal de la lesion (D). A los pocos dias de la cirugia el miembro operado presenta un
aspecto exterior totalmente cicatrizado y sin rastros de inflamacion (E). El conejo adopta una
posicion normal y apoya la pata, ligeramente desplazada, ya que no es capaz de moverla volunta-
riamente mas alla de la rodilla. F: Injerto extraido al cabo de 75 dias. EI polimero esta degradado
y ha sido reabsorbido en parte. Los cabos nerviosos muestran una vascularizacion recuperada.
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6.1. Grupo 15 dias

La observacion macroscopica de los implantes extraidos tras 15 dias de supervivencia
reveld que la estructura polimérica exterior de la prétesis permanecia practicamente intac-
ta. Sin embargo, se presentaba totalmente rodeada de tejido fibroso que anclaba la prétesis
al tejido muscular circundante a modo de mesoneuro. La region del conducto donde se
practicaron las suturas se presentaba también cubierta por una capa de tejido fibroso y no
se observaron discontinuidades en las zonas de union. Asimismo, no se observaron sefia-

les de hemorragias o coagulos.

Por otro lado, los tejidos circundantes no presentaron signos de inflamacion debida a
la préctica quirdrgica ni se observaron signos de reaccion a cuerpo extrafio. A los 15 dias
de supervivencia, en ninguno de los casos se consiguié la colonizacion completa del con-

ducto, quedando su parte central vacia, ocupada tan sélo por el hidrogel de alginato.

Explicaremos los resultados de esta seccién comenzando por la region proximal a la
lesion y siguiendo el crecimiento de los elementos neurales en sentido anterégrado. En
segundo lugar se comentaran los fendmenos sucedidos en el cabo distal de la lesion, si-

guiendo su progresion hacia el interior de la protesis, en sentido retrogrado.
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6.1.1. Grupo 1. Implantes sin NRG1 durante 15 dias

En el extremo proximal del tronco nervioso se observaron evidencias de los meca-
nismos de degeneracion y degradacion sufridos después de la neurotmesis. A los 15 dias
del implante de los conductos no suplementados con NRG1, se apreciaron en el tronco
nervioso signos de degeneracion de las fibras nerviosas en la zona seccionada. Al ser sec-
cionadas, las fibras nerviosas (en su mayoria mielinizadas) sufrieron un proceso degenera-
tivo en el cabo proximal que afecté aproximadamente a la distancia de dos o tres segmen-
tos internodales. El axoplasma desorganizado ha sido fagocitado rapidamente por células
de Schwann o por macréfagos residentes. A su vez, la célula de Schwann se desdiferencia
y mantiene en su interior la mielina desorganizada hasta la llegada de los macréfagos
hematdgenos, evitando asi el efecto toxico de la mielina en el microambiente neural. A
los 15 dias de la lesion, en nuestro estudio no se encontraron restos de estos mecanismos
fagocitarios en el tronco nervioso y si fueron apreciables signos de reparacion y regenera-
cion. Las células de Schwann que perdieron el contacto axonal proliferan rapidamente.
Estas células pierden la expresion detectable de la proteina S100 y expresan marcadores
presentes en CS inmaduras y en CS no mielinizantes, tales como p75"'" y GFAP. En

NTR
5

nuestro estudio, hemos utilizado p7 como marcador de las células de Schwann no

mielinizantes e inmaduras (figura 4).
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Figura 4: Nervio periférico no dafiado. En A, aspecto general del nervio ciatico del conejo de-
mostrado con anticuerpos contra la proteina S100. La proteina se acumula en el citoplasma y esta
desplazada la periferia. Se observan nodos de Ranvier (puntas de flecha) caracteristicos de las
fibras nerviosas mielinicas. En B, algunas células de Schwann amielinicas son positivas para el
anticuerpo anti-p75""". C: Seccidn transversal semifina de un nervio de conejo en la que se apre-
cian los axones como lagunas claras rodeados por una vaina de mielina oscura. También pueden
observarse vasos sanguineos. D: Detalle de la seccion anterior tomado con microscopia electroni-
ca de transmision. Entre las fibras mielinicas se encuentran numerosas fibras amielinicas. (Barras
de escala: Ay B 25 pum, C50 umy D 5 pm).

Los axones seccionados comienzan a emitir multiples ramificaciones a partir del
altimo nodo de Ranvier intacto. Esta zona en el nervio constituye un limite que separa la
porcién de nervio no afectado por la lesion de la porcidén en proceso de regeneracion.
Ambas pudieron ser distinguidas facilmente a los 15 dias por el fenotipo de las células de
Schwann presentes. Encontramos que en la porcion de nervio no afectado, la inmensa
mayoria de las células de Schwann expresaban la proteina S100, estaban asociadas a un
unico axon y su morfologia era la esperada para una fibra nerviosa mielinizada: se obser-
varon facilmente los nodos de Ranvier y las caracteristicas formas alargadas y cilindricas
de las CS. Las fibras nerviosas se disponian ordenadamente unas junto a otras formando
haces (figura 5A). Sin embargo, en la porcion regenerativa encontramos CS en un nimero
muy elevado. Estas células no presentaban niveles detectables de S100 en su citoplasma

pero se marcaron intensamente con el anticuerpo contra p75™ . Estas CS se encontraron
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asociadas a las ramificaciones de los axones que crecian en direccion al conducto (figura

NTR+
5

5C). Se encontraron escasisimas células p7
gura 5B).

en la porcion de nervio no afectado (fi-

Figura 5: Region no afectada por la degeneracion en el cabo nervioso proximal de un animal no
tratado con NRG1 (A). El marcaje S100" esta restringido al tejido del nervio y representa fibras
nerviosas no afectadas por la degeneracion. En B, una seccion similar muestra la distribucion
normal de los axones (NF*) y escasos elementos p75""™"". En el tejido regenerativo del extremo
proximal se encuentran numerosas células de Schwann p75"™* acompafiando a axones en rege-
neracion (D). (Barras de escala: 75 umen Ay Cy 50 um en B).
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Tras 15 dias de supervivencia, observamos la creacion de un nuevo tejido ocupando
el espacio entre el extremo del nervio (suturado por el epineuro al borde del conducto) y
el armazon interno del conducto. Se trata de un tejido conjuntivo con abundantes fibro-
blastos y bien vascularizado que también contiene elementos del tejido nervioso en rege-
neracion. Estos tejidos se habrian generado a partir del tronco nervioso y de los tejidos
adyacentes. Aunqgue se disefiaron las protesis biosintéticas para que fueran de un didmetro
uniforme y similar al del nervio ciatico del conejo (aproximadamente 3 mm), se permitio
un pequefio margen para favorecer la coaptacion quirargica, de manera que el extremo del
tronco nervioso quedara adecuadamente embocado hacia el interior del tubo. Esta peque-
fia diferencia se puede apreciar en algunas secciones histologicas en las que es patente el

mayor grosor del tejido neoformado en comparacion con el del tronco nervioso.

En este estadio, se eligieron dos criterios para la evaluacion de la regeneracion ner-
viosa: el progreso en distancia de los axones y la migracion de las células de Schwann
desde el nervio hacia la luz de la protesis biosintética. Se midieron tomando como punto

de origen el limite entre la porcion intacta y la porcién regenerativa del nervio.

El examen de las secciones longitudinales procesadas para inmunofluorescencia
(segmento 1) revel6 que los axones, identificados por su inmunorreactividad a NF 200
kD, se ramifican inicialmente y avanzan en direcciones aleatorias. A medida que avanzan
tienden a alinearse con el eje mayor del nervio y a orientarse en direccion a la luz del con-
ducto. El avance total observado de las fibras NF* en el grupo de los implantes sin NRG1
fue de 4.24 £ 0.15 mm (media £ SEM) desde la zona de desorganizacion de las fibras
nerviosas. Este calculo supone una velocidad aproximada de crecimiento de los axones de
0.28 mm por dia durante los 15 primeros dias. El diametro de los axones en regeneracion
es notablemente menor que el didmetro de los axones de un nervio no dafiado (figura 5B).
Numerosas células de Schwann en migracion acompafiaban a los axones en regeneracién

en su trayecto hacia el conducto. Estas células resultaron positivas para p75™

y No ex-
presaban la proteina S100. En la region mas cercana al nervio las CS se asocian a varios
axones y forman delgados cordones. En regiones mas alejadas (mas proximas al inicio del

NTR+
5

conducto) las CS p7 presentaban un aspecto filiforme y se encuentraron adyacentes a

prolongaciones axonales de pequefio calibre. Algunas CS p75"""* fueron observadas ais-
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ladas en las regiones mas cercanas al conducto, sin que se apreciase ningin axon asocia-
do.
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Figura 6: Composicion de micrografias mostrando en su total longitud el primer segmento de uno
de los injertos no suplementados con NRG1 extraidos tras 15 dias. La parte inferior de la imagen
es la mas cercana al cabo nervioso proximal. En la parte superior se pueden apreciar tabiques de
polimero no colonizados por células y cavidades correspondientes a la luz del conducto. Los axo-
nes NF" avanzan un total de 4.24 + 0.15 mm. Se observa una extension similar de las células de
Schwann p75N™", (Barra de escala: 250 pm).
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Maés alla del frente de avance de los axones, la observacion de secciones transversales
semifinas del conducto a 8 mm de la sutura proximal (segmento 2) reveld que la prétesis
se encontraba practicamente vacia, invadida por escasos elementos celulares que forma-
ban un tejido laxo. En este tejido, probablemente construido por fibroblastos (con nucleos
oscuros y nucleolos prominentes), se encontraron algunos capilares sanguineos. Ademas,
algunas células con nucleo pélido y citoplasma claro podrian ser identificadas como célu-
las de Schwann. La mayor parte de la luz del tubo, sin embargo, estaba ocupada por masas
de hidrogel de alginato aun sin degradar con aspecto de materia amorfa. Entre las masas
de alginato o adheridos a las laminas de PLGA, se observaron numerosos monocitos y
polimorfonucleares que podrian representar elementos extravasados. No se apreciaron

axones en regeneracion mielinizados en ninguna de las secciones estudiadas (figura 7).

Figura 7: Vista general de la seccion transversal del injerto al nivel del segmento 2 (A). El inter-
ior del conducto esta parcialmente ocupado por tabiques de tejido en formacion. Las cavidades
representan el espacio ocupado por las [aminas internas de &cido poli(lactico-co-glicolico). En B
se puede apreciar que el tejido esta formado en su mayoria por fibroblastos (nicleos oscuros) y
otras células de nucleos palidos que podrian ser células plasmaticas. (Azul de toluidina. Barras de
escala: A: 200 umy B: 50 pm).

En la parte central del tubo (segmento 3) no se encontraron elementos celulares de
ningun tipo a excepcién de una cubierta conjuntiva exterior a la protesis. En todo caso, la

luz del tubo contenia monocitos o neutréfilos dispersos en la matriz de alginato.

En el cabo distal (segmento 5) se observaron los eventos tipicos de la degeneracion
walleriana. En la parte final del injerto extraido, donde se localiza el extremo distal del
nervio seccionado, se apreciaron numerosas estructuras que contenian restos de elementos
neurales en degeneracion, lo que se conoce con el nombre de camaras de digestion o bolas

de degeneracion. Estas camaras son residuos de mielina y axoplasma englobados por
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macrdfagos o por células de Schwann con funciones autofagicas. Los residuos de axones
en degeneracion se identificaron gracias a su inmunorreactividad al anticuerpo anti-
neurofilamentos 200 kD (NF). En el cabo distal denervado se produce la desdiferencia-
cion y la proliferacion masiva de las células de Schwann y la formacion de bandas de
Bungner. De esta manera, encontramos un cambio en el patron de expresion de las células
de Schwann en el nervio degenerado a lo largo del tiempo. En un tronco nervioso mixto
no dafiado la mayoria de las células de Schwann se asocian a un unico axon al que rodean
con una vaina de mielina (CS mielinizantes) y expresan la proteina S100 en su citoplasma
de manera caracteristica. Una pequefia poblacién de CS (no mielinizantes) se asocian a
axones de pequefio calibre y expresan preferentemente marcadores como p75""~ y GFAP
(figura 4). Sin embargo, encontramos que en el cabo distal seccionado, 15 dias después
del implante, las CS pierden casi por completo la expresion de la proteina S100 (registra-
ble con métodos inmunohistoquimicos), mientras que la inmensa mayoria de ellas podian
ser detectadas con el anticuerpo anti-p75™ '~ Estas células de Schwann desdiferenciadas,
que han perdido el contacto axonal, experimentaron un incremento significativo en su
namero, como se puede apreciar comparando el nimero de nucleos de CS en el cabo dis-
tal del nervio tras 15 dias de lesion (nucleos tefiidos con DAPI correspondientes a células
p75"""*) con el nimero de ncleos de células de Schwan S100* de un nervio no dafiado

(ver figuras 4A 'y 8).

Figura 8: En el nervio distal degenerado se observan signos de la degeneracion walleriana. Los
residuos de axones (NF*) se ecuentran aislados en camaras de digestion. Las células de Schwann
han perdido la morfologia tipica de las células mielinizantes. Ahora tienen un aspecto filamento-
soy presentan el receptor p75™™" en su superficie. La densidad de células de Schwann en el ner-
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vio se ha multiplicado (comparar con figura 2A). (Cabo nervioso distal de un injerto de 15 dias
no suplementado con NRG1. (Barra de escala: 50 pm).

En secciones semifinas posteriores (en sentido anterogrado), se encontraron numero-
sos macrofagos en el tejido nervioso lesionado identificables por su citoplasma basofilo
cargado de grandes vesiculas digestivas. También se pudieron observar grandes camaras
de digestion que contenian ovillos oscuros de material lipidico correspondientes a vainas

de mielina en degeneracion.

Ademas, desde el cabo nervioso distal y los tejidos adyacentes se generd un tejido
nuevo que se extendia, en sentido retrogrado, hacia la protesis tubular. Este tejido estaba
compuesto en su mayor parte por fibroblastos y presentaba vasos sanguineos. También
fueron observadas células de Schwann inmaduras p75"""* en este estroma fibroso en las
cercanias del cabo nervioso. En esta region las CS se asociaban en forma de haces o cor-
dones de 3 a 4 células. No se hall6 marcaje para S100 en ninguno de los casos estudiados.
Las células de Schwann identificadas no se encontraban en las proximidades de la prote-
sis. En esta region neoformada tampoco se detectaron restos de neurofilamentos corres-
pondientes a camaras de digestion. El crecimiento del tejido conjuntivo y el avance de las
CS hacia el interior del conducto no alcanzaron en ningln caso la cota del segmento 4. En
estas secciones semifinas tan sélo fueron observados algunos macro6fagos entre el hidrogel
de alginato o cerca de las ldminas de PLGA. El interior del conducto a este nivel se en-

contraba totalmente vacio de otros elementos celulares (figura 9).

Figura 9: Secciones semifinas correspondientes al segmento 4 de protesis sin NRG1 implantadas
durante 15 dias. En A, vista general de la seccion transversal del conducto. La mayor parte del
interior del conducto esta vacid. La imagen B muestra lo que parece un tejido de granulacién laxo
en la pared interna de la protesis. (Barras de escala: A 200 umy B 50 um).
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6.1.2. Grupo 2. Implantes suplementados con NRG1 durante 15 dias

En los injertos suplementados con NRG1, extraidos a los 15 dias de la cirugia, se en-
contraron algunas diferencias con respecto al grupo no tratado. Otras observaciones fue-
ron similares. Comenzando por el extremo proximal, en el nervio pudimos observar dos
porciones bien diferenciadas. La mas alejada del conducto, correspondiente a la porcion
de nervio no afectada por la lesion, y la zona de la lesion propiamente dicha. En el nervio
no afectado pudimos comprobar que se mantenia inalterada la morfologia del nervio y de
las fibras nerviosas que lo componen. De esta manera observamos que la mayoria de las
fibras nerviosas eran fibras mielinizadas y que las fibras discurrian paralelas a lo largo del
tronco nervioso en un patron normal. La mayoria de los axones presentaban un diametro
grande, coincidente con el de las fibras motoras, por ejemplo. Estaban rodeados por célu-
las de Schwann mielinizantes, de forma cilindrica y alargada y con nucleos parietales y
alargados. Los nodos de Ranvier podian identificarse facilmente. Ademas, presentaban un

intenso marcaje para la proteina S100 (figura 10A). En las areas de nervio mas proximas a

la lesion se observaron también numerosas CS p75""™*" junto a axones de gran calibre
(figura 10B).

Figura 10: Aspecto general del cabo nervioso proximal no afectado por los efectos de la neurec-
tomia en injertos suplementados con NRGL1 y extraidos a los 15 dias de ser implantados. En A,
las fibras nerviosas se disponen ordenadas paralelamente y presentan un fuerte marcaje para
S100. Su morfologia es comparable a la de un nervio normal aunque se observa una superpobla-
cion de elementos celulares, identificados por la tincion nuclear con DAPI (comparar con la figu-
ra 2A). B es un corte homologo a A en el que se aprecia el nimero relativamente pequefio de
células de Schwann p75"™"* (amielinicas). Sin embargo, este ndmero parece ser algo mayor que
en el injerto no tratado con NRGL1 (ver figura 5B). Los axones presentan una seccion gruesa. (Ba-
rras de escala: A 75 umy B 50 pm).
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En el punto donde se produjo la seccion del nervio se inicia el crecimiento de los
axones en regeneracion. Estos axones presentaban un diametro menor que el que se ob-
servo en la porcidn de nervio no afectado. Los axones en regeneracion se extendian hacia
el interior de la protesis (en sentido anterogrado) atravesando un tejido conjuntivo genera-
do para solucionar el espacio vacio en el conducto a partir de los tejidos adyacentes. En
este grupo suplementado con NRG1, los axones consiguieron extenderse una distancia
total de 5.83 £ 0.27 mm (media £ SEM) medida desde el limite entre la porcion de nervio
no afectado y la porcion regenerativa. Este dato supone un crecimiento medio diario de
0.39 mm en los primeros 15 dias bajo tratamiento con NRG1. Los axones en regeneracion
mostraron una orientacion ordenada segun el eje mayor del nervio, formando habitual-
mente haces paralelos de fibras. Se encontré un gran nimero de axones penetrando gran-
des distancias en el interior del conducto, extendiéndose a lo largo de la pared interior del

tubo y también por la zona luminal del armazon de PLGA (figura 11).
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6.1. Grupo 15 dias

Figura 11: Composicién de micrografias representando el primer segmento completo de un injer-
to suplementado con NRG1 y extraido tras 15 dias. La parte inferior de la imagen es la méas cer-
cana al cabo nervioso proximal. En la parte superior se pueden apreciar numerosos axones NF*
penetrando en el conducto. Los axones NF* avanzan un total de 5.83 + 0.27 mm. Se observa una
extension similar de las células de Schwann p75"™"*. (Barra de escala: 250 pum).
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De la misma manera que en el grupo de conejos con implantes no suplementados con
NRG1, en el tejido regenerativo del extremo proximal (correspondiente al segmento 1) se
observo un gran incremento en el niamero de células de Schwann. Estas CS no mostraron
inmunorreactividad a la proteina S100 y por el contrario, presentaron una fuerte expresion

5NTR* mostraron una distribucion coincidente con

de p75"™**. Las células de Schwann p7
el marcaje NF". En secciones histoldgicas doblemente inmunotefiidas para los anticuerpos
anti-NF 200 kD y anti-p75""" se pudimos demostrar la estrecha asociacion entre axones y
CS inmaduras (figura 12). En las regiones mas cercanas al cabo del nervio proximal, va-
rias CS p75" """ se asociaban formando cordones entre los que discurrian numerosos de
axones (figura 12B). En regiones mas alejadas en sentido anterogrado, las delgadas pro-
longaciones axdnicas se asociaban a perfiles p75™ " de aspecto filamentoso (figura 12C).

NTR
5

Sin embargo, encontramos elementos positivos a p7 adentrandose en la protesis a

distancias mayores que las alcanzadas por los axones NF" (en sentido anterégrado).

Figura 12: Extremo proximal del injerto. Imagen de baja magnificacion que muestra cordones de

axones (NF") asociados a células p75"™". Los axones rodean laminas de polimero y avanzan

hacia el interior de un conducto suplementado con NRG1 (A). En B se observan grupos de célu-
las de Schwann p75"™* asociadas formando cordones. Estas asociaciones son frecuentes en las
proximidades del nervio. Sin embargo, las células de Schwann muestran un aspecto filamentoso
cuando se asocian a axones en regeneracion de pequefio diametro en zonas mas alejadas (C).
(Barras de escala: A 250 um, B 'y C 25 um).

En cuanto a las secciones semifinas siguientes (segmento 2), tan sélo en dos indivi-

duos de este grupo se observo colonizacion de tejido en la luz del conducto. Los otros dos
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6.1. Grupo 15 dias

individuos no presentaban ninguna organizacion tisular en el interior del conducto a este
nivel. La luz de la protesis solo contenia residuos de alginato con estructura amorfa. En
los dos primeros conductos, el tejido rellenaba pequefios espacios entre las laminas de
PLGA vy el hidrogel de alginato. Este tejido contenia fibroblastos, celulas plasmaticas v,
posiblemente células de Schwann, identificables por presentar nicleos claros, con nucleo-
los aparentes y cromatina descondensada. Al menos en estos dos casos, se dio una migra-
cion de estos elementos a mayor distancia en sentido anterdgrado que en el implante sin
NRGL1. Se observé también la presencia de macréfagos con numerosas vesiculas fagociti-
cas y células gigantes generadas probablemente a partir de la fusion de varios macrofagos.
Ademas, el nuevo tejido formado contenia numerosos capilares de distintos calibres, en
ocasiones conteniendo eritrocitos. No se observo la presencia de axones mielinizados en

ninguna de las secciones estudiadas.

NRG1 y extraidas a los 15 dias. En A se observa la luz del conducto totalmente ocupada por teji-
do de nueva formacidn, a excepcion de las zonas ocupadas por las laminas interiores de acido
poli(lactico-co-glicolico) (asteriscos). En B, un detalle del tejido que ocupa el interior del con-
ducto, donde se pueden apreciar capilares, fibroblastos y macrofagos. (Barras de escala: A 200
pmy B 50 pm).

En la parte central del implante (segmento 3) correspondiente a estos dos individuos,
se encontraron masas de tejido conjuntivo sin presencia de elementos positivos a ninguno

de los marcadores estudiados (5100, p75"'"

y NF 200 kD). Este tejido contenia vasos
sanguineos y fue localizado tapizando los primeros milimetros de la superficie interior del

conducto en sentido anterégrado.

A continuacién se exponen los resultados observados en el extremo distal de los im-
plantes suplementados con NRGL1. El sentido del avance del crecimiento de los diferentes

tejidos en esta ocasion, es retrogrado.
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En el nervio ciatico denervado todavia fueron encontrados residuos globulares NF*
correspondientes a restos de axones degenerados. Estos residuos estaban contenidos en
camaras de digestion. Encontramos que, en estas condiciones, las cdmaras de digestion
parecian estar delimitadas por elementos p75"™", lo que nos hace pensar que podrian
tratarse de células de Schwann con funciones macrofagicas (figura 14C). Tan solo fueron
detectadas unas cuantas células de Schwann S100" en el nervio distal (figura 14B). Nin-
guna otra célula S100" fue observada en la region distal del conducto. Sin embargo, las
CS del cabo nervioso presentaban un intenso marcaje para p75" . Se encontraron dis-
puestas en el tejido del nervio degenerado en forma de cordones o hileras, conservando la
localizacion original de las fibras nerviosas pero en un nimero notablemente mayor (figu-
ra 14A). Estas células p75" """ se encontraron también en gran n(imero avanzando en sen-
tido retrogrado hacia la protesis biosintética. A lo largo del estroma fibroso intercalado
entre el cabo nervioso distal y la protesis, encontramos cordones de células de Schwann
formados por grupos de 4 a 6 células. Estos cordones presentaban una clara tendencia a
orientarse hacia el conducto y avanzaron un total de 5.52 + 0.45 mm (media £ SEM) en el

interior del tubo (figura 15).

Figura 14: Extremo distal de los injertos extraidos tras 15 dias y suplementados con NRG1. En el
cabo nervioso distal las células de Schwann conservan su disposicion alineada formando tubos
celulares p75"™* (A). Sin embargo, en B observamos que hay muy pocos elementos S100* en el
mismo &rea del nervio. En C, camaras de digestion delimitadas por perfiles p75N™~*. D: Las célu-
las de Schwann migran fuera del nervio (en la parte izquierda de la imagen) hacia el conducto.
(Barras de escala: A, By C 25 um, y D 50 pm).
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6.1. Grupo 15 dias

Figura 15: Composicion de micrografias mostrando el segmento distal de uno de los injertos su-
plementados con NRGL1 y extraidos a los15 dias. La parte derecha de la imagen es la mas alejada
del eje corporal. En la parte izquierda se pueden apreciar tabiques de polimero y cavidades co-

rrespondientes a la luz del conducto. Las células de Schwann p75™"™"" migran en direccion al

conducto superando una distancia de 5.52 + 0.45 mm. (Barra de escala: 250 um).

El estudio de las secciones semifinas transversales siguientes en sentido retrogrado
(segmento 4) desveld que uno de los implantes del grupo tratado con NRG1 presentaba
elementos celulares en la luz del tubo. Aunque posiblemente hubiera algunas células de
Schwann, la morfologia de los elementos celulares presentes indicd que se trataba, en su
mayoria, de fibroblastos y una serie de células inflamatorias como células gigantes poli-
nucleadas, neutr6filos y monocitos, asi como algunos macréfagos maduros. También se
encontraron algunos capilares sanguineos (figura 16). Ademas, siguiendo la direccion
retrograda del progreso de la generacion de tejido, en este mismo individuo se encontrd
una pequefia cantidad de tejido fibroso en la porcion central del conducto (segmento 3 en

su region final, aproximadamente 10 mm hacia el interior del conducto).
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Figura 16: Secciones semifinas correspondientes al segmento 4 de implantes retirados tras 15 dias
de tratamiento con NRGL1. En A, vista general de la seccion transversal del conducto. El espacio
entre las laminas de polimero (asteriscos) estd ocupado por tabiques de tejido. La imagen B
muestra numerosos fibroblastos en el tejido de nueva formacion. (Barras de escala: A 200 umy B
50 pm).

Resumen de los resultados obtenidos 15 dias tras el implante.

Como resultados méas notables podemos resaltar que los implantes suplementados con
NRG1 producen un efecto acelerador de la regeneracion axonal. Tras 15 dias de trata-
miento pudimos observar diferencias significativas (p<0.0001) en la distancia recorrida
por los axones desde el limite original de la lesion proximal. Asi, describimos que la dis-
tancia sin la adicion de NRGL1 era de 4.24 + 0.15 mm, mientras que con las protesis su-
plementadas con NRG1 la distancia aumentaba a 5.83 + 0.27 mm. Este incremento en la
progresion de los axones estaba acompafiado por un aumento similar en el nimero de
células de Schwann y en la distancia que recorrieron hacia el interior del conducto.
Ademas, hemos descrito un cambio en el fenotipo en las células de Schwann después de
una lesion por neurotmesis, indicado por el cambio de expresion entre los marcadores
$100 y p75""R. Sélo las células de Schwann que permanecen en la region del nervio no
afectada mantienen una expresion detectable de la proteina S100 en sus citoplasmas. Por
el contrario, las CS que han proliferado y migran acompafiando a los axones en regenera-
cion, expresan p75" ", Asimismo, se encontré un mayor nimero de CS en el cabo distal
de los nervios reparados con prétesis con NRG1 que en los no tratados. Ademas, estas

células de Schwann penetraban una mayor distancia en el interior del conducto.
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Treinta dias después de ser implantados los constructos bioabsorbibles se habian inte-
grado completamente con los tejidos circundantes. La capsula fibrosa que envuelve la préte-
sis parecia ser menos densa que en los grupos de 15 dias. EI PLGA de la estructura externa
se habia degradado parcialmente en los extremos, coinidiendo con las zonas de sutura. En su
lugar, se pudo observar un tejido de nueva formacién. Se pudo apreciar que estas zonas esta-
ban mas engrosadas que el tronco nervioso, posiblemente debido a una leve reaccién fibroti-
ca a nivel de las suturas. Al retirar el tejido fibrético externo débilmente unido al implante a
nivel de la zona de sutura proximal, las estructuras que destapamos presentaron la apariencia
macroscopica de un nervio periférico, incluyendo el aspecto nacarado del epineuro y una

adecuada vasculatura.
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6.2.1. Grupo 3. Implantes sin NRG1 durante 30 dias

A continuacion se exponen los resultados del estudio de los constructos no suplementa-

dos con NRG1 implantados durante 30 dias.

En el tronco nervioso de la regién proximal, no alterado por la lesion, se observo un in-
tenso marcaje para el anticuerpo anti-S100. La apariencia del nervio, de las fibras nerviosas
y de las células de Schwann era similar a la descrita en la seccion 6.1.1. No se detecté mar-

NTR+
5

caje p7 en el nervio.

Se encontré una gran cantidad de axones NF* extendiéndose hasta el final de las prepa-
raciones hitolégicas correspondientes al segmento 1. Estos axones en regeneracion seguian a
menudo recorridos tortuosos y se proyectaban en muchas direcciones. Pese a todo, tendian a
orientarse paralelamente al eje mayor del nervio. Cuando en su camino se interponia algln
obstaculo, como podia ser una de las laminillas internas de PLGA del conducto, presentaron
tendencia a bordearla para superarla. Se pudieron observar fibras NF* de diferente grosor,
encontrandose las mas gruesas en la zona mas cercana al cabo proximal y las méas delgadas

(de un diametro menor) mas alejadas en sentido anterégrado, penetrando en la protesis.

Las células de Schwann seguian un patrén de distribucidn coincidente con el de los axo-
nes en regeneracion. Asi, se encontraron células de Schwann ordenadas formando cordones
gue se asociaban intimamente con grupos de axones. Estos cordones de células de Schwann
son positivos para el anticuerpo anti-S100 y se componen de aproximadamente 8 — 10 célu-
las por cada 100 um de longitud de la fibra. Esta medida esta estimada a partir del contaje de
los ndcleos presentes a lo largo del cordon de células de Schwann. Estos gruesos cordones
eran mas abundantes en las proximidades del nervio y mas escasos cuanto mas se adentraban
en el conducto. A diferencia de lo observado en los grupos experimentales de 15 dias, en
este estadio pudimos detectar cordones de CS que expresaban S100 fuera del tejido del cabo
nervioso. Es decir, acompafiando a los axones atravesando el tejido fibroso formado en el
interior del implante. Pudimos observar que la intensidad de la tincion para S100 disminuia
a medida que las fibras se alejaban del cabo distal, donde los axones presentaban un didme-

tro menor (figura 17).
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6.2. Grupo 30 dias

Figura 17: Extremo proximal de un injerto no suplementado con NRG1 y extraido tras 30 dias. En
A, aspecto del cabo nervioso en su region no afectada por la lesion. Fuera del nervio hay algunas
células S100°. B: Cordones S100" encontrados en el tejido regenerativo. C: En la misma region la
presencia de elementos p75" """ es escasa. Se observan axones NF* de diferentes calibres (Barras de
escala: Ay B 75 umy C 50 pum).
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No se observé marcaje p75~ """

en las células de Schwann en las que la expresion de
$100 era més abundante. Sin embargo, la expresién de p75™™® era abundante en las zonas
mas alejadas, esto es, en las células de Schwann que acompafan a axones de pequefio dia-
metro. La morfologia de estas células era filiforme y se disponian acompafiando al axdn en
toda su longitud. Se observo una region intermedia ocupada por células de Schwann que

expresaban ambos marcadores (5100 y p75"™").

En las secciones semifinas siguientes (segmento 2) se encontraron numerosos axones
rodeados por delgadas vainas de mielina agrupados en pequefios fasciculos nerviosos. En
seccidn transversal, estos minifasciculos estaban formados por 3 6 4 axones mielinizados y
se encontraban rodeados por tejido conjuntivo en forma de envuelta perineural. Aunque la
mayor parte del conducto se presentaba ocupado por tejido nervioso en regeneracion, en el
interior del conducto se encontraron areas vacias en las que todavia se podian observar ma-

sas de hidrogel de alginato en degradacion (figura 18).
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Figura 18: Secciones semifinas correspondientes al segmento 2 de injertos de 30 dias no suplemen-
tados con NRG1. La imagen A muestra una vista general del conducto en seccion transversal ocupa-
do por tejido nervioso regenerativo. Las laminas interiores de PLGA son todavia evidentes (asteris-
cos). B: Detalle de la zona periférica del conducto. El nuevo tejido nervioso esta formado por mini-
fasciculos que contienen axones mielinizados. (Barras de escala: A 200 umy B 50 um).

Las secciones ultrafinas correspondientes mostraron en detalle la morfologia de los mi-
nifasciculos encontrados en los cortes semifinos. Las células de Schwann fueron identifica-
das por poseer un nucleo grande y de forma regular, palido y con cromatina descondensada,
un citoplasma claro, con escasos organulos visibles y por estar rodeadas por una lamina ba-
sal facilmente visible. Se encontraron CS asociadas a un unico axén mielinizado (en relacién
1:1) y CS que englobaban en su citoplasma numerosos procesos axonicos no mielinizados

(figura 19A y 19B). Estas asociaciones asi definidas se denominan generalmente unidades de
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regeneracion. En ocasiones encontramos uidades de regeneracion compuestas por una célula
de Schwann y dos 0 méas axones rodeados de mielina. Estas se forman como consecuencia de
la mielinizacion de varias ramificaciones de un axon parental por la misma célula de
Schwann. Se denominan ramilletes de mielinizacién y normalmente evolucionan reabsor-

biendo y eliminando las ramificaciones mielinizadas supranumerarias (figura 19C).

Tomando &reas seleccionadas de micrografias representativas, se calculo la densidad de
axones mielinizados en este nivel, resultando de 3.08 axones por cada 100 um?. El calibre
medio de las fibras mielinizadas se estimd en 1.83 um y el del axon sin su envoltura, en 1.43
pm. La potencia media de las vainas de mielina se calculé en 0.20 um segun la siguiente

relacion:

diametro de la fibra — diametro del axén

2

Estos datos arrojaron una ratio G de 0.78 para los axones mielinizados en la protesis no
suplementada con NRGL1. La ratio G se define como el cociente entre el diametro del axon y
el diametro de la fibra nerviosa y es un estimador de la calidad de la regeneracion nerviosa
en supuestos experimentales (Zochodne, 2008). La ratio G normal para un nervio humano es
de alrededor de 0.65 y es independiente de las dimensiones del axon. Este valor esta alta-
mente conservado entre los mamiferos, por ejemplo, la ratio G correspondiente al nervio

ciatico de conejo no lesionado es también de 0.65, segin nuestros propios calculos.

Como hemos dicho, se describieron también numerosas fibras nerviosas amielinicas en
las secciones ultrafinas a este nivel. En estos casos, una célula de Schwann engloba con pro-
cesos citoplasmaticos a varias prolongaciones axonicas de pequefio calibre. No formaban
vainas de mielina y toda la estructura estaba recubierta por la ldmina basal, siendo raro que
el axolema estuviera en contacto directo con la lamina basal. Del mismo modo, los axones
se presentaban aislados unos de otros, separados por procesos citoplasmaticos de la CS (fi-
gura 19B).
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Figura 19: Iméagenes de microscopia electronica de transmision del segmento 2 de un injerto de 30
dias no suplementado con NRGL1. En A se muestra un conjunto de fibras mielinizadas y no mielini-
zadas. Los axones mielinizados son facilmente distinguibles por su oscura envuelta mielinica. En B,
detalle de una fibra nerviosa no mielinizada. Una célula de Schwann (con nucleo central) envuelve
varias prolongaciones axénicas (asteriscos). La célula esta bordeada por una lamina basal. C: Rami-
llete de regeneracion. Una Gnica CS mieliniza a varias ramificaciones de un mismo axén. En D,
detalle de la vaina de la pared de la fibra en el que se pueden distinguir el axolema, la vaina de mie-
lina, la membrana plasmatica de la CSy, en el exterior, una lamina basal densa a los electrones. La
matriz extracelular contiene fibras colagenas. (Barras de escala: A 1 um, B 500 nm, C 200 nmy D
100 nm).
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Fibras amielinicas y mielinicas se agrupaban en nimero de 4 a 8 empaquetadas por pro-
cesos citoplasmaticos de fibroblastos perineurales (mas electrodensos y conteniendo en mu-
chas ocasiones vesiculas de reticulo endoplasmico rugoso), formando asi un minifasciculo
nervioso. Los nucleos de los fibroblastos son muy heterocromaticos, a diferencia de los de
las células de Schwann. Los procesos de los fibroblastos rodean y agrupan paquetes de fibras
nerviosas formando pequefios fasciculos. Los minifasciculos estaban separados entre si por
tabiques de fibras de colageno que presentaban una organizacién adecuada. Fueron observa-
dos también numerosos fibroblastos entre la matriz extracelular y algunos macréfagos (figu-
ra 20).

_ . . S 2 i
Figura 20: Las fibras mielinizadas (M) y no mielinizadas (NM) se agrupan en minifasciculos rodea-
dos por procesos citoplasmaticos de fibroblastos perineurales (puntas de flecha). Los fibroblastos
son identificables por sus ndcleos heterocrométicos (asterisco). Las células de Schwann presentan
un nucleo més eucromatico (N). El estroma exterior esta ocupado por fibras colagenas (FC). (Barra
de escala: 2 um).
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A continuacion, en la regién central del implante (segmento 3), se encontraron axones
en regeneracion NF' avanzando aproximadamente 3 mm hacia el interior del segmento.
Aunque es dificil de calcular la distancia exacta, podemos estimar la distancia total recorrida
por los axones sumando la longitud de los segmentos que han atravesado, ya que conocemos
sus dimensiones. Asi, en este caso los axones recorrieron una distancia aproximada de 13
mm desde el origen de las fibras regenerativas, con lo que avanzarian una media de 0.43 mm
por dia durante los 30 primeros dias. Estos axones se observaron acompafiados en todo mo-
mento por CS que presentaban inmunorreactividad para el receptor p75™'". La tincién contra
S100 resulté muy débil o inexistente en esta region. Sin embargo, todavia hay grandes areas
ocupadas por PLGA vy alginato que se aprecian como zonas Vvacias de elementos celulares en
las secciones longitudinales. En general, las zonas ocupadas por tejido se localizan adhheri-
das a la pared interna del tubo. Ademas del tejido neural formado, encontramos tejido con-
juntivo. Se observo la presencia de miofbroblastos, identificados por la morfologia indentada

del tejido que forman.

Figura 21: Protesis sin NRG1 implantadas durante 30 dias. Axones en regeneracion (NF*) acompa-
flados por células de Schwann p75™™" en la porcién central del conducto. El detalle esta tomado de
la cara interna de la pared del conducto. (Barra de escala: 75 um).

En el cabo nervioso distal, en las secciones longitudinales correspondientes del implante

no tratado (segmento 5) se encontraron agregados de residuos celulares positivos al anti-
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cuerpo anti-NF, que identificamos como camaras de digestion. Las camaras de digestion se
encontraron Unicamente en las porciones de nervio ciatico degenerado. No fueron halladas
en el tejido regenerativo. Fuera del nervio no se aprecid marcaje positivo para S100 (figura
22A\). En el tejido formado entre el extremo del nervio y el conducto no se encontrd ningdn
elemento marcado. Sin embargo, se observé un intenso marcaje para p75~ " en el nervio del
cabo distal, siendo también positivo el perineuro. Asimismo también se observaron numero-

+
5NTR

sas células de Schwann p7 (figura 22B) migrando en sentido retrogrado invadiendo la

protesis. Estas células alcanzaron el final de la preparacion histologica.
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C

Figura 22: Extremo distal del injerto. EI marcaje S100" esta restringido al tejido del cabo nervioso
degenerado (A). Las CS conservan su posicion formando bandas de Biingner. En B, numerosas CS
p75"™"* migran hacia el interior de la protesis. Forman cordones de varias células que se orientan
paralelas al eje mayor del injerto. C: Detalle de varias células de Schwann formando cordones en el

tejido regenerativo. (Barras de escala: Ay B 75 um, C 25 pm).
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En las secciones semifinas siguientes en sentido retrogrado (segmento 4) se encontrd
gran cantidad de PLGA todavia sin degradar que ocupaba la mayor parte de la luz del con-
ducto. Asimismo eran evidentes masas de alginato no hidrolizado. Se observé la presencia
de un tejido de relleno entre los tabiques de PLGA y las masas de hidrogel, que en alguno de
los casos cubria una superficie de 1/3 de la luz del conducto (figura 23A). En ninguno de los
casos se observaron axones mielinizados y tampoco pudo identificarse la morfologia tipica
de una fibra amielinica. El tejido estaba compuesto por fibroblastos, células plasmaticas vy,
tal vez células de Schwann en migracion desde el cabo distal. Se apreciaron numerosos
macrofagos con vesiculas fagociticas en su interior y células gigantes polinucleadas. La ob-
servacion de secciones ultrafinas correspondientes a estos cortes revelo, sin embargo, la pre-
sencia de numerosas células de Schwann, facilmente identificables por estar rodeadas por
una lamina basal electrondensa (figura 23B). Estas CS no se encontraron en ningin caso
asociadas a prolongaciones axonicas y no se detectaron vainas de mielina. Tampoco se ob-
servaron residuos de mielina en descomposicion (cdmaras de digestion). Las CS encontradas
a este nivel se caracterizan por presentar numerosas prolongaciones en el espacio delimitado
por la l&mina basal. También son frecuentes los nucleos heterocromaticos, probablemente
pertenecientes a fibroblastos de tipo endoneural, imitando asi la estructura de una banda de
Bingner (tubo endoneural). Diferenciamos los procesos citoplasmaticos de fibroblastos y
células de Schwann gracias a que estas Gltimas contienen filamentos intermedios de GFAP,
apreciables en nuestras micrografias. Los tubos endoneurales se observaron aislados en una
matriz extracelular rica en fibras de colageno. Se encontraron también otros fibroblastos en

el tejido que no se asociaban a las estructuras descritas.
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Figura 23: A: Corte semifino correspondiente al segmento 4. Se observan capilares, fibroblastos y
celulas con ndcleos palidos, presumiblemente células de Schwann. B: Imagen de microscopia
electrénica de transmision. Bandas de Blingner compuestas por fibroblastos endoneurales (nucleos
heterocromaticos e irregulares) y procesos de las CS (asteriscos). Las bandas independientes estan
rodeadas por lamina basal. (Barra de escala: A 50 um. B 500 nm).

Si seguimos la progresion del crecimiento en sentido retrégrado encontramos otra vez el
segmento 3. En su regién mas distal (mas alejada del eje corporal) se encontraron algunas

células p75NTR*

no asociadas a axones. Estos perfiles se identificaron como células de
Schwann en proceso de migracion desde el cabo distal. Estas células eran muy escass y sélo
se encontraron en dos de los casos estudiados. Su progresion en el segmento hacia la parte

central del implantes fue s6lo de 0.80 mm.
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6.2.2. Grupo 4. Implantes suplementados con NRG1 durante 30 dias

Al igual que en el grupo no tratado, en los cabos nerviosos proximales de los anima-
les a los que se implantd durante 30 dias una protesis suplementada con NRG1, se detecto
una tincion intensa para el anticuerpo anti-S100. El aspecto general del nervio en su re-

gién no afectada era normal. No se registraron elementos p75™ <"

aparentes en el nervio
(figura 24A). Los axones en regeneracion se introducian en el conducto en gran namero.
Su orientacién fue en todo momento correcta, paralela al eje mayor del nervio y su distri-
bucion en el tejido era ordenada. Las prolongaciones axonicas se encontraron en grupos
de 10 a 20. Estos paquetes discurrian paralelos entre si hacia la protesis con NRG1. Las
células de Schwann asociadas a estos paquetes de axones presentaron un fuerte marcaje a
la proteina S100. Las células de Schwann S100" se reunian formando cordones de entre 4
y 5 células a lo largo de los axones regenerados (figura 24C). A diferencia del grupo no
tratado, la intensidad del marcaje inmunofluorescente no desaparecié en toda la longitud
del segmento 1. El anticuerpo contra el receptor p75" " se encontré también asociado a
los axones en regeneracion. En la regién mas cercana al nervio proximal coincidian los

NTR
5

marcajes para S100 y p75"'", aunque era més débil para p75™'". La morfologia de las

NTR+
5

fibras p7 era coincidente con la descrita anteriormente para los cordones S100*. En

un corte transversal de las fibras a este nivel pudimos observar que el receptor p75™ " s

e
presentada en los procesos de las CS pero también se expresaba en la envuelta perineural
del minifasciculo (figura 24D). A medida que las fibras se alejaban del nervio proximal en
sentido anterégrado, descendia levemente la inmunofluorescencia para S100 mientras
eran mas comunes los perfiles p75"™*. Muchas de las CS p75"""* a este nivel formaban
parte de gruesos cordones de axones mientras que otras mostraban una morfologia fila-

mentosa Yy se veian unidas a axones aislados.
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Figura 24: Extremo proximal. Injertos retirados tras 30 dias y suplementados con NRG1. El cabo
nervioso proximal, en su region no afectada por la degeneracion, muestra una morfologia similar
a la normal (A), con un nimero de ndcleos DAPI® menor que el encontrado en el grupo de 15
dias y mas cercano al normal (ver figs. 2A'y 7A). En B, cordones de CS S100" migran ordenada-
mente hacia el interior de la prétesis suplementada. La imagen C es un detalle en el que se obser-
va la estructuracién de los cordones. Una seccion transversal muestra la composicién de los mini-
fasciculos en formacion (D). Grupos de 8 a 20 axones NF" se relinen asociados a procesos de CS

5NTR+ 5NTR+

p7 . Ademas, la envoltura perineural del minifasciculo es también p7 . (Barras de escala:

Ay D 25 um, B 50 um).

En las secciones semifinas siguientes (segmento 2) pudimos observar que el tejido
nervioso regenerativo ocupaba por completo el interior del conducto a este nivel. En uno
de los implantes solamente se consiguid una ocupacion de la mitad de la luz, estando el
resto ocupado por hidrogel de alginato semidegradado y laminas de PLGA. En otro de los
casos el tubo estaba completamente vacio. Suponemos que por el colapso de la protesis a
un nivel anterior. El tejido estaba ricamente poblado por minifasciculos que contenian de
6 a 12 axones mielinizados. Los minifasciculos se mostraban contiguos unos a otros sepa-
rados por finos tabiques de tejido conjuntivo. Se identificaron fibroblastos en el tejido
estromal. Intercalados en el estroma se disponian numerosos vasos sanguineos. También

se encontrd un pequefio numero de macrdfagos sin grandes vesiculas fagociticas.
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6.2. Grupo 30 dias

Figura 25: Secciones semifinas del segmento 2 pertenecientes a injertos extraidos a los 30 dias y
suplementados con NRG1. La vista general de la seccion transversal del injerto (A), demuestra
que la protesis esta totalmente colonizada por tejido nervioso regenerativo. A mayor aumento, en
B se pueden observar numerosos axones mielinizados reunidos en minifasciculos. Estos mini-
fasciculos estaban localizados en el centro del conducto y parecen tener sus limites mas difusos
que los encontrados en la periferia (para una comparacion ver figura 14B).

El estudio de la ultraestructura de muestras representativas de estas secciones revel6
un mayor numero de vainas de mielina por area que en el grupo no tratado con NRG1.
Concretamente estimamos 3.98 axones por cada 100 pm?. Tanto el didmetro de las fibras
mielinizadas como el de sus axones era ligeramente mayor que en el grupo sin NRGL1. El
didmetro de las fibras se estim6 en 1.98 um mientras que el de sus axones fue de 1.50 pm.
Asi, calculamos una potencia media de las vainas de mielina de 0.24 um, también ligera-
mente superior a la registrada en el otro grupo. De esta manera, la ratio G en este grupo
seguia siendo mas cercana a la unidad que en un nervio normal, y muy similar a la del
grupo no tratado (G = 0.75). La morfologia general de los minifasciculos y de los elemen-
tos del estroma son similares a los descritos anteriormente para el grupo sin NRG1. En las
fibras amielinicas podemos diferenciar las prolongaciones axonicas de los procesos de las
células de Schwann porque los axones presentan una seccion transversal circular y contie-
nen neurotdbulos y neurofilamentos. La presencia de estos elementos hace que el axo-
plasma sea ligeramente méas denso a los electrones que el citoplasma de las células de

Schwann.
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B
Figura 26: Imagen de microscopia electronica correspondiente a los cortes de la figura 23. Se
muestra una fibra nerviosa mielinizada. En el axdn se pueden observar los neurofilamentos en el
axolema. En la célula de Schwann es patente el ndcleo regular y claro, asi como la lamina basal
que delimita el perimetro de la fibra. (Barra de escala: 500 nm).

Los axones mielinizados progresaron hacia el centro del implante como pudimos des-
cribir estudiando las secciones longitudinales del segmento 3. Los axones alcanzaron el
centro del implante en todas las secciones estudiadas excepto en uno de los animales, en
la que no se observé ningln tipo de tejido en el interior del conducto. EI nimero de axo-
nes decrecia progresivamente a medida avanzaban. La distancia total aproximada recorri-
da por los axones (identificados por ser NF* y formar cordones S100") desde el borde del

cabo nervioso proximal es de 15.40 mm. Este calculo supondria un avance medio diario
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6.2. Grupo 30 dias

de 0.51 mm durante los 30 primeros dias. A este nivel pudimos observar los fasciculos de
axones asociados a células de Schwann S100™ (figura 27). Estos fasciculos también tenian
el aspecto de cordones pero eran menos gruesos. En la misma localizacion aparecia mar-
caje para p75""". En las zonas mas alejadas, donde los axones eran més escasos, no se
registré marcaje para S100 y sin embargo, los axones estaban acompafados por procesos

filamentosos p75™"**

. Més alla el conducto se encuentra ocupado por restos de alginato
en degradacion y por fragmentos de ldminas de PLGA, como en el caso de los implantes

no tratados.

Figura 27: Numerosos cordones de fibras nerviosas S100" invadiendo la parte central de la prote-
sis suplementada con NRGL1. (Barra de escala: 75 um).

En el extremo distal (segmento 5) se pudo observar la presencia de camaras de diges-
tion conteniendo residuos axonales NF* en el cabo nervioso distal. La presencia de estas
estructuras estaba restringida al interior del nervio y no se encontraron en el tejido regene-
rativo. La expresion de la proteina S100 detectada con nuestros métodos de inmunofluo-
rescencia era muy baja tanto en el nervio degenerado como en el tejido regenerativo que
se extendia en sentido retrogrado hacia el conducto. Sin embargo, se encontro un fuerte
marcaje para p75" ' en el nervio degenerado asi como un gran nimero de elementos
p75NTR+

ban formando cordones de varias células y se orientaban en direccién al conducto.

en el tejido formado en el interior de la protesis (figura 28). Estas CS se ordena-
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Figura 28: En el extremo distal del injerto encontramos incontables cordones celulares positivos
para p75"'" (A). Estos cordones de células de Schwann se orientaban hacia la prétesis suplemen-
tada con NRGL1 y se adentraban en ella al menos 10 mm (Barra de escala: 50 pm).

Las secciones semifinas transversales siguientes (en sentido retrégrado, segmento 4)
mostraron los tubos parcialmente invadidos por un tejido compacto que contenia fibro-
blastos, algunos vasos, numerosos monocitos y células fagociticas y, posiblemente alguna
célula de Schwann (figura 29A). Observando las micrografias de microscopia electrénica
correspondientes a las mismas secciones, pudimos comprobar que contenian numerosas
células de Schwann, identificadas por poseer lamina basal (figura 29B). Estas células se
presentaban formando cordones aislados. Como en el grupo no tratado, las células de
Schwann parecen estar asociadas a fibroblastos endoneurales formando lo que se asemeja

a un tubo endoneural o banda de Biingner.
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o BB 2 Nl A .

Figura 29: A: En las secciones semifinas transversales del segmento 4 (siguiendo la progresion
del crecimiento en sentido retrogrado) encontramos un tejido fibroso muy compacto, con abun-
dante matriz extracelular y bien irrigado por capilares. Se identificaron macrofagos, fibroblastos
y células con nucleos regulares y claros. Estudiando la ultraestructura (B) hallamos numerosos
procesos de células de Schwann (asteriscos), en ocasiones asociadas a nucleos de fibroblastos,
formando lo que podrian ser bandas de Blingner. (Barras de escala: A 50 umy B 500 nm).
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6.3. Grupo 75 dias

Las protesis implantadas durante 75 dias se presentaban totalmente integradas entre el
resto de los tejidos de la pata. Resulto dificil distinguir la forma cilindrica regular del
conducto original. El calibre del injerto era sensiblemente menor que el del tubo en el
momento del implante. En los extremos del conducto no se detect6 la presencia de poli-
mero y el aspecto que presentaba el injerto era el de un nervio normal. Tanto en el extre-
mo proximal de la prétesis como en el distal, se observd una perfecta vascularizacion en
la superficie del nervio discurriendo a lo largo del eje mayor del nervio. Ademas, la envol-
tura del nervio presentaba la apariencia estriada y nacarada del epineuro normal. En la
zona central de la longitud del injerto, la pared exterior de PLGA estaba degradada y tan
s6lo eran observables fragmentos de 1 — 2 mm? de polimero. El resto del polimero estaba
muy degradado, practicamente reabsorbido, y parecia integrado en un tejido fibroso (ver

figura 3F). En el interior de la prétesis no se apreciaron restos de alginato.

A diferencia de los grupos anteriores (implantados durante 15 y 30 dias), en esta eta-
pa encontramos axones atravesando toda la longitud de la bioprotesis. Por este motivo
expondremos los resultados de este grupo siguiendo el progreso de la regeneracion en
sentido anterdgrado, esto es, desde el cabo nervioso proximal al distal. Seguiremos el or-

den propuesto para la division de los injertos en segmentos de tejido.
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6.3.1. Grupo 5. Implantes sin NRG1 durante 75 dias

En el extremo proximal (segmento 1) observamos que la porcion de tejido inmedia-
tamente anterior al implante se presentaba ligeramente engrosada, aunque en menor grado
que en los grupos anteriores. No se encontraron, por ejemplo, sefiales de las suturas. El
tejido formado a continuacién del cabo nervioso proximal se presentaba totalmente ocu-
pado por cordones de fibras nerviosas regeneradas. Estos cordones parecian asociarse para
formar estructuras de mayor jerarquia. Normalmente los axones NF* seguian trayectorias
paralelas al eje mayor del conducto, aunque se apreciaron grandes conjuntos de fibras en
otras orientaciones. Los cordones de axones estaban formados por un nimero entre 4 y 10
axones Y las fibras formadas presentaron una fuerte afinidad por el anticuerpo anti-S100.
La distribucion del marcaje S100 era coincidente con la del anticuerpo contra neurofila-

mentos 200 kD. No se encontraron células p75™ "

en las secciones estudiadas (figura
30), aparte de algin elemento aislado correspondiente, probablemente, a una célula de

Schwann amielinica madura.
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Figura 30: Extremo proximal de una protesis sin NRG1 implantada durante 75 dias. En A, las CS
presentan un intenso marcaje S100" en el tejido regenerativo. Numerosos axones atraviesan este
tejido hacia el interior de la protesis. No se advierte marcaje p75™ < (B). En C, detalle mostrando
axones de diferentes calibres asociados en minifasciculos. (Barras de escala: A 75 pm, B 250 um
y C 50 pum).
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En las secciones semifinas transversales siguientes se pudo comprobar que el tejido
nervioso regenerado ocupaba la totalidad del interior del conducto. En la periferia de la
luz del tubo los axones se presentaban asociados en paquetes rodeados y aislados por en-
vueltas de tejido conjuntivo a modo de perineuro. Los minifasciculos contenian entre 8 y
20 axones mielinizados. En la parte mas interna de la luz, los minifasciculos parecian te-
ner los limites mas difusos, en algunos casos formando fasciculos mayores con delgados
tabiques fibrosos en su interior. Los minifasciculos contenian numerosos axones mielini-
zados y también fibras no mielinizadas dificilmente identificables en las secciones semifi-
nas. Las fibras mielinizadas presentaban un didmetro medio de 4.87 + 0.16 um (media £
SEM), siendo el calibre medio de los axones de 3.65 + 0.12 um. La ratio G estimada a
partir de estos registros es de 0.75, indicando que los axones presentan envolturas mielini-

cas mas delegadas que en un nervio no dafiado.

No se observaron residuos de alginato en ninguna de las secciones estudiadas y los
restos de PLGA eran escasos. En el tejido nervioso regenerado del interior de la prétesis
encontramos gran cantidad de vasos sanguineos de diferentes tamafios. No eran frecuentes

las células inflamatorias.
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Figura 31: Secciones semifinas correspondientes al segmento 2. A: Vista transversal del conducto
totalmente ocupado por tejido. En B, minifasciculos de la periferia del injerto con axones mieli-
nizados. Se observan numerosos vasos Yy tejido conjuntivo abundante entre los fasciculos. En la
zona central del conducto los fasciculos tienen limites menos definidos (C). (Barras de escala: A
200 pm, By C 50 pum).
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Avanzando hacia el extremo distal del injerto, observamos gran cantidad de axones
en la parte central del conducto (segmento 3), como se demostro por la presencia de mar-
caje NF" (figura 32A). En los cortes histoldgicos longitudinales, estos axones formaban
cordones de varios elementos, que resultarian ser continuidad de aquéllos minifasciculos
del segmento anterior. Los pequefios fasciculos también se tefiian intensamente para la
proteina S100 (figura 32B). A menudo dos o mas cordones se cruzaban en trayectorias
aleatorias y no se apreciaron cordones S100" mas alla de la mitad del segmento. Sin em-
bargo, un buen nimero de axones NF" alcanzaron en todos los casos estudiados la parte

final del implante.

Figura 32: La region central de los injertos esta totalmente colonizada por fibras nerviosas a los
75 dias. Los axones NF* forman cordones que tienden a orientarse paralelos entre si y al eje ma-
yor de la prétesis (A). La localizacién de estos cordones es coincidente con el marcaje para S100
(B). El receptor p75"™" no se encontré mediante técnicas de inmunofluorescencia en ninguna de
las secciones estudiadas. (Barras de escala: A 250 umy B 100 um).

Como pudimos comprobar en las secciones semifinas siguientes, numerosos mini-
fasciculos con axones mielinizados colonizaban este nivel del injerto (segmento 4). La
mayor parte de los minifasciculos se distribuia por la periferia del tubo, mientras en el
interior todavia podian encontrarse grandes areas vacias (presumiblemente ocupadas por
laminas de PLGA). En uno de los individuos se encontrd lo que parecia alginato semide-
gradado. Las fibras mielinizadas encontradas a este nivel eran ligeramente mas delgadas
que las estudiadas en el segmento 2, habiéndose calculado su diametro en 4.26 + 0.16
mm. Los axones mostraron grosores de 3.64 £ 0.12 mm. Su envoltura de mielina también
era mas fina, segun se desprendia del valor de su ratio G, que era de 0.85 (figura 33). En
las micrografias de las secciones ultrafinas correspondientes se encontraron, ademas, nu-

merosas fibras nerviosas no mielinizadas. Los procesos axonales asociados a la célula de
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Schwann se identificaron por su contenido en neurotibulos y neurofilamentos, lo que con-
fiere a su axoplasma un aspecto rayado y ligeramente més electrodenso. El exterior de las
células de Schwann estaba tapizado por una caracteristica lamina basal. Rodeando estas
unidades a modo de endoneuro, se encontraron fibroblastos de citoplasmas oscuros y
nucleos heterocromaticos. La mayor parte de los axones mielinizados eran de pequefio
tamarfo (entre 2 y 4 um) y presentaban delgadas vainas de mielina de alrededor de 320
nm. La mayoria de los axones mielinizados se encontraron en los minifasciculos de la
periferia (figuras 33B y 33C). En las zonas mas internas del conducto se encontraron me-
nos fibras nerviosas mielinizadas y, sin embargo, eran mas frecuentes las fibras nerviosas
no mielinizadas (figura 33D). El estroma fibroso en la zona interna del conducto era de

apariencia laxa y la ultraestructura desvel6 una menor densidad de fibras colagenas.

En la porcion final del injerto extraido, una vez atravesada toda la longitud del con-
ducto, encontramos marcaje positivo para el anticuerpo anti-neurofilamentos 200 kD. El
anticuerpo se acumulaba en perfiles filiformes que identificamos como axones en regene-
racion. Los axones no se agrupaban formando cordones de gran tamafio y parecian seguir
trayectorias aleatorias. En el tejido regenerativo formado entre el cabo nervioso distal y la
prétesis, no se observo la presencia de células de Schwann S100". Se apreciaron débiles

procesos celulares positivos a p75"™"

(figura 34A). Més adelante, se observaron algunos
axones en regeneracion colonizando el tejido del nervio distal. En esta region también se
detect6 la presencia de elementos S1007, correspondientes posiblemente a células de
Schwann que forman parte de las Bandas de Blingner generadas durante el proceso rege-
nerativo (figura 34B). Estas células fueron vistas en mayor proporcion que el nimero de

axones NF.
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Figura 33: Secciones semifinas del segmento 4 y cortes ultrafinos correspondientes. El conducto
se encontraba parcialmente ocupado por tejido regenerativo, encontrandose ain grandes espacios
vacios (A). El nimero de axones por cada minifasciculo es menor que a nivel del segmento 2.
Los minifasciculos son también mas pequefios (B). En C, un pequefio axon mielinizado por una
célula de Schwann y varias fibras no mielinizadas en la periferia del conducto. D: Detalle de una
fibra no mielinizada (unidad de regeneracion de tipo II) en la zona interna del injerto. (Barras de
escala: A 200 um, B 50 um, C 500 nmy D 200 nm).
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Figura 34: Tras 75 dias, en el extremo distal del injerto aparecen numerosos axones en regenera-
cion NF'. Los axones siguen trayectorias aleatorias hacia el cabo nervioso y son acompariados
por células de Schwann que expresan muy débilmente el receptor p75"™® (A). En el tejido se
pueden apreciar varios vasos conteniendo eritrocitos. En B, débil marcaje S100" en el cabo ner-
vioso distal. (Barras de escala: 75 um).
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6.3.2. Grupo 6. Implantes suplementados con NRG1 durante 75 dias

Al igual que en el caso anterior (implantes no suplementados con NRG1), el aspecto
exterior del injerto en las zonas de coaptacion al nervio, era el de un nervio normal. La
pared polimérica se habia reabsorbido casi por completo en los extremos y permitian ver
una imagen del nervio regenerado con vasos en su superficie, un epineruro uniforme y

apariencia de continuidad.

En el extremo proximal del injerto observamos que el estroma regenerativo estaba to-
talmente colonizado por gruesos cordones de axones. Los axones, en general, presentaban
calibres mayores de los observados en los grupos con implantes de 30 dias. Los cordones
de axones se empaquetaban unos con otros en paralelo y en la direccién del eje mayor del

injerto (figura 35). Se observo una fuerte inmunorreactividad de los cordones nerviosos a

$100. Sin embargo, practicamente habfa desaparecido la expresion del receptor p75™'~.

NTR
5

La inmunotincién para anti-p7 se localiz6 en la periferia de los cordones nerviosos.

NTR+
5

De esta manera, los elementos p7 fueron identificados como fibroblastos perineura-

les en esta region (figura 36).
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Figura 35: Después de 75 dias, en el extremo proximal del injerto suplementado con NRG1, se
observaron gruesos cordones de CS S100" transportando axones regenerados (A). Los axones se
orientaban preferentemente a lo largo del eje mayor del nervio, en gran cantidad (B). El diametro
de los axones era, a primera vista, mayor que el encontrado en el grupo sin NRG1 (ver figura
30C). Estos axones estaban acompafiados por células p75"™* que identificamos tanto como CS
como con fibroblastos perineurales (C). (Barras de escala: Ay C 25 um. B 250 pm).
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A

Figura 36: Diferencias en la expresion de los marcadores S100 y p75"™® en el extremo proximal

de un injerto suplementado con NRG1. A: El tejido regnerativo formado en el interior del con-
ducto esta totalmente colonizado por fasciculos de fibras nerviosas S100*. B: En el mismo area
de una seccion consecutiva, el receptor p75""" sélo se presenta intensamente en el perineuro.
(Barras de escala: 75 pum).

En los cortes semifinos siguientes observamos, en seccion transversal, los cordones
nerviosos descritos antes. Estos grupos de cordones ocupan la practica totalidad de la luz
del conducto, a excepcion de pequefias areas centrales correspondientes probablemente a
los tabiques del armazon interno de PLGA (figura 37A). Los cordones o minifasciculos
estdn mas densamente empaquetados en zonas mas interiores del conducto y el espacio
entre ellos esta ocupado por finos tabiques de tejido conjuntivo. En la periferia del tubo
los minifasciculos se mostraban como estructuras independientes, rodeadas por grandes
parcelas de estroma fibroso (figura 37B). Los minifasciculos contenian entre 8 y 20 axo-
nes mielinizados y su tamafio era mayor que los encontrados a los 30 dias tras el implante.
En las zonas mas internas del conducto, los minifasciculos parecen formar parte de un
fasciculo mayor, separados por finos septos (figura 37C). En esta zona eran muy frecuen-
tes las fibras nerviosas no mielinizadas. Tanto en esta region como el la central eran
abundantes los vasos sanguineos, asegurando una adecuada irrigacion del tejido regenera-

tivo.
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Figura 37: Corte semifino transversal que muestra una vista general del conducto a nivel del seg-
mento 2 (A). En la periferia se encuentran minifasciculos con axones mielinizados (B). Algunos
fasciculos contienen mas de 20 axones mielinizados. C: En la zona central del conducto el tejido
entre los fasciculos es menor, construyéndose asociaciones fasciculares mas compactas. (Barras
de escala: A 200 um, B'y C 50 um).
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Las fibras mielinizadas de este nivel mostraron un calibre medio de 6.86 £ 0.14 um,
siendo calculado el didmetro de los axones en 4.69 + 0.09 um. La ratio G aproximada
obtenida con estos datos es de 0.68, cercana a la esperada para un nervio normal (G =
0.65). La observacion de las secciones ultrafinas correspondientes revelé que las fibras
mielinizadas presentaban una vaina de mielina bien estructurada y gruesa (alrededor de
1.08 pum). Los minifasciculos estaban limitados por fibroblastos y por una matriz rica en

fibras colagenas densamente empaquetadas.

Figura 38: Ejemplo de una fibra mielinizada a nivel del segmento 2 de un injerto suplementado
con NRG1 implantado durante 75 dias. (Barra de escala: 1 um).
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En el segmento 3, correspondiente a la zona central del injerto, observamos gran can-
tidad de axones NF" (figura 39A). Estos cordones colocalizaban con la distribucion de
cordones celulares S100" y se orientaban mayoritariamente segun el eje mayor del injerto
(figura 39B). Estaban compuestos por 3 6 4 células de Schwann (estimadas contando los
nucleos tefiidos con DAPI presentes en el cordon) y entre 4 y 10 axones NF*. Los cordo-
nes eran mas delgados que los encontrados en segmentos anteriores. La localizacion de
p75"TR se restringia a la periferia de los cordones nerviosos, indicando que podrian tratar-
se de células perineurales. También se observaron algunos perfiles filiformes en el interior
de los cordones que identificamos como células de Schwann no mielinizantes o inmadu-
ras (figura 39C).
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Figura 39: La region central del injerto estaba totalmente recorrida por axones NF* que formaban
cordones o minifasciculos paralelos (A). Los axones estaban acompafiados por células de
Schwann que mostraban una elevada inmunorreactividad a anti-S100 (B). Los minifasciculos
estaban limitados por células perineurales p75"™* (C). Algunos perfiles filamentosos p75""™~* en
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el interior de los fasciculos correspondian a CS. (Barras de escala: A 50 ym, B 75 um y C 25
pum).

Las secciones transversales siguientes mostraron que el conducto contenia gran canti-
dad de tejido nervioso regenerativo. Las partes mas internas del conducto solian estar vac-
ias de tejido, ocupadas por laminas sin degradar de PLGA (figura 40A). El resto estaba

cubierto por cientos de minifasciculos que contenian tanto fibras mielinizadas como fibras

no mielinizadas.

Figura 40: Después de 75 dias, la parte final de las prétesis suplementadas con NRG1 se encon-
traba ocupada por tejido nervioso regenerativo tanto por la periferia como por la zona mas interna
del conducto. Sin embargo, se podian observar grandes zonas vacias (A). Los minifasciculos con-
tienen fibras mielinizadas en gran nimero y tienden a fusionarse entre si (B). (Barras de escala: A
200 pmy B 25 pm).

Las fibras mielinizadas tenian un grosor medio de 5.30 + 0.09 um y sus axones pre-
sentaban calibres de 4.09 + 0.16 um. Estas fibras eran ligeramente mas finas que las en-
contradas en los segmentos anteriores (mas cercanos al cabo proximal) y presentaron una
ratio G de 0.77. Los minifasciculos se distribuian preferentemente por la periferia del
conducto, dejando la zona més interna ocupada por un tejido mas pobre en fibras mielini-
zadas pero abundante en fibras no mielinizadas, como pudimos comprobar al estudiar los
cortes ultrafinos correspondientes. En algunos casos, grupos de axones pequefios coloni-
zaban la zona asociados a procesos de una célula de Schwann. Observamos una forma de
asociacion distinta a la de una fibra amielinica tipica en estos casos. En primer lugar se
podian encontrar varios axones yuxtapuestos, sin interposicion entre ellos de prolongacio-
nes citoplasmaticas de la CS. Ademas, algunos de ellos se encontraban expuestos al me-
dio extracelular, sin la cobertura del citoplasma de la CS. Eso si, estaban protegidos por la
ldmina basal de la célula de Schwann. Estas fibras se encontraban aisladas unas de otras,
sin formar minifasciculos agrupados por procesos de fibroblastos (figura 41C). Los axo-

nes mielinizados de la periferia, sin embargo, se agrupaban en minifasciculos (en los que
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también hay fibras no mielinizadas con morfologia tipica) rodeados de procesos cito-
plasméticos de células perineurales. Entre los fasciculos se acumulaban ordenadamente
fibras colagenas. Numerosos vasos aseguraban la supervivencia del tejido a ese nivel del
injerto. No se observaron en esta etapa células inflamatorias o fagocitarias y era raro en-

contrar restos de alginato.

Figura 41: En A, un minifasciculo de la region distal de la protesis muestra fibras mielinizadas y
axones no mielinizados (asteriscos). El fasciculo esta rodeado por procesos de células perineura-
les (puntas de flecha). B: Detalle de la organizacion laminar de una vaina de mielina. Algunos
axones se agrupan acompafados por procesos de una CS (C). Los axones no estan totalmente
rodeados por el citoplasma de la CS y pueden presentarse enfrentados directamente a la matriz
extracelular, separados Unicamente por la ldmina basal de la CS. (Barras de escala: A 2 um, B
100 nmy C 200 nm).

En uno de los animales de este grupo so6lo se encontraron fibras mielinizadas en un
pequefio paquete adherido a la cara interna de la pared del conducto. Al estudiar las prepa-

raciones que le seguian (segmento 5), observamos que contenian axones NF* en una can-

151



6. Resultados

tidad relativamente alta en comparacion con lo anterior, asi que suponemos que la escasez
de axones en el segmento 4 de ese animal se debid al procesamiento histolégico de la

muestra.

En la parte final del injerto pudimos observar numerosos axones NF* en direccion al
nervio distal. En la salida del conducto, hacia el cabo distal del nervio, el estroma regene-
rativo mostraba gran cantidad de axones en regeneracién formando cordones como los
observados en el segmento central del injerto. En estos cordones, bien orientados en su
mayoria, observamos un intenso marcaje para la proteina S100 (figura 42A), pero también
una fuerte afinidad por el anticuerpo contra el receptor p75™' " (figura 42B). Muchos de
estos axones fueron registrados penetrando largas distancias en el tejido del nervio dege-
nerado (hasta 3 cm mas alejados del final de la prétesis), integrandose en las bandas de
Bungner formadas anteriormente por las células de Schwann y las células endoneurales.
En estas fibras regeneradas, cuanto mayor era la distancia recorrida por el axén, las célu-
las de Schwann se mostraban positivas para p75" vy la intensidad del marcaje S100 de-

tectado era cada vez mas débil.

C

Figura 42: En la region distal del injerto suplementado con NRG1 encontramos numerosos cor-
dones de fibras con células de Schwann S100" en disposicion paralela y correctamente orientados
(A). El marcaje p75""™" en estas secciones corresponde a células de Schwann que acompafian a
axones no mielinizados (B). En el extremo distal del injerto con NRG1 hay un intenso marcaje
para S100 (C) y p75"" (D) como se observa en estas secciones seriadas. (Barras de escala: A 50
pm, B 25 pum, Cy D 75 pm).
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7.1. Disefio de |la bioprotesis

Tan solo tres de los implantes resultaron interrumpidos entre el cabo proximal y el
cabo distal. El colapso de los conductos de PLGA se debe a la degradacion del polimero 'y
al continuo crecimiento y movimiento del animal. El estrés mecanico sobre el conducto
ocasiona la elongacién del conducto y el consiguiente colapso. Esto puede inhibir la capa-
cidad de los axones para regenerar y es un problema documentado de los canales nervio-
sos artificiales (Fine et al., 2000). En nuestro disefio experimental hemos incluido una
estructura interna en el conducto (dos ldminas de PLGA de 30 mm x 3 mm) que funciona
a modo de sustrato para la regeneracion nerviosa, pero que también sirve como armazon
que confiere cierta rigidez al tubo frente al doblamiento y que evita que se obstruya.
Ademas, la doble 1dmina de PLGA que forma la estructura de la pared del conducto ha
demostrado ser una solucion eficaz contra el doblamiento del conducto. Ademas, retrasa

la degradacion acelerada y evita la pérdida de resistencia del conducto.

La calidad y la naturaleza de la estructura del nervio regenerado resultante esta direc-
tamente relacionada con la longitud del espacio a cubrir (Lundborg et al., 1982). Segin la
literatura existente, en espacios superiores a 10 6 15 mm no se da regeneracion nerviosa
en el nervio ciatico de la rata sin la adicion de sustancias troficas adicionales, o ésta es
muy pobre (Lundborg et al., 1982). La mayoria de las aproximaciones experimentales,
ademas, requieren la utilizacién de una fuente externa de células de Schwann o de otros
tipos celulares que imiten su funcion (Brown et al., 1996; Cheng y Zochodne, 2002;
Amoh et al., 2005; Choi et al., 2005; Chalfoun et al., 2006).

Desde el punto de vista bioldgico, los resultados fisioldgicos tras una lesion de un
nervio y su reparacion dependen de la cantidad de células nerviosas supervivientes tras la
lesion, de la velocidad y la calidad de la elongacion axonal, de la orientacién y la especifi-
cidad en el crecimiento de los axones en regeneracion, de la supervivencia y el estado de
los 6rganos diana, y de los procesos de reorganizacion cortical en las cortezas motora y
somatosensorial (Abe et al., 1996; Groves et al., 1997; Lundborg, 2000).
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Es importante reconocer que incluso en las mejores circunstancias, puede suceder una
incorrecta reconexion del cabo distal. Una secuela comun a la lesion es la transposicion de
componentes sensitivos y motores en una funcién nerviosa mixta. A medida que el axo-
plasma en crecimiento alcanza la placa motora terminal, se da una répida division del
axoplasma hasta que se forma la union mioneural. Este hecho puede estimular la recupe-
racion de antiguas estructuras de las placas motoras, o se pueden formar nuevas areas por
un proceso similar a la neurotizacion. Una secuencia de eventos similar ocurrird en la re-
generacion de los componentes sensitivos en los nervios de funcion mixta. Sin embargo,
si la transposicion axonal ha tenido lugar, se dara el fracaso en la maduracion de la estruc-
tura y la atrofia del axdn. El resultado serd una unidad axénica no funcional. A los 12 6 16
meses de la lesion, se registra un déficit del 25% aproximadamente incluso con una repa-

racion quirargica ideal (Zochodne, 2008).

En una regeneracidn exitosa tras la coaptacion quirdrgica de la neurectomia, los axo-
nes ramificados que crecen desde el cabo proximal cruzan el espacio entre ambos cabos y
encuentran una banda de Biingner apropiada. En el ser humano, los axones crecen una
media de 1 mm por dia (Lundborg, 2000). En nuestras observaciones utilizando protesis
bioabsorbibles, hemos encontrado un crecimiento menor, tanto en el caso de los conduc-
tos suplementados con NRG1 como en los no tratados. Hemos observado velocidades de
crecimiento axonal de 0,43 mm por dia en los conductos no tratados y de hasta 0,51 mm
por dia en los que contenian NRG1. En el periodo maximo de tiempo estudiado (hasta 75
dias), hemos observado que las fibras nerviosas han atravesado, en gran namero, la prote-
sis ineterpuesta entre los dos cabos seccionados. Hemos de tener en cuenta que las esti-
maciones de la velocidad de crecimiento axonal que encontramos en la literatura, se refie-
ren en su inmensa mayoria, a un supuesto en el que se da una seccién de un tronco nervio-
so solucionable con la aproximacion quirdrgica de ambos cabos, esto es, sin que haya un
espacio vacio entre ellos. De esta manera, los axones en regeneracion encuentran rapida y
facilmente el cabo nervioso distal y numerosas bandas de Blingner accesibles y con un
ambiente neurotrofico éptimo. El siguiente supuesto mas citado es el autotrasplante de un
segmento de nervio sensorial para solucionar una lesion en la que hay pérdida de tejido
nervioso. Este modelo, empleado como referencia en la clinica, presenta la ventaja de ser
un injerto de un material autélogo y que porta una fuente importante de células de
Schwann compatibles. Méas adelante expondremos alguna de los inconvenientes de esta

técnica. En nuestro modelo, la regeneracién de los axones no estad ayudada a priori por
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ningun elemento exogeno (a excepcion del factor de crecimiento afadido a los grupos
correspondientes), ya que unas de nuestras aspiraciones seria evitar la necesidad de extir-
par un nervio sano para la reparacion y disponer de una protesis nerviosa preparada en el

momento perioperatorio.

Durante una reparacion nerviosa normal, algunos de los axones que llegan al cabo
distal atraviesan toda la longitud del nervio hasta formar sinapsis funcionales. Sin embar-
go, suelen ocurrir numerosos fallos en el patron de reinervacion muscular y sensitivo. La
desviacion de las fibras nerviosas en crecimiento sucede en el momento de elegir una de
las bandas de Biinger, de donde ya no podran desviarse. Los errores en la regeneracion
pueden llevar a la formacion de neuromas. También se debe anotar que la seccion de un
nervio periférico provoca una acusada atrofia de las correspondientes dianas, como las
fibras musculares (Fine et al., 2000). En nuestra ventana temporal no podemos aventurar
una reconexion en los 6rganos diana. Un reajuste en el numero de perfiles neurales a mas
largo tiempo de supervivencia acomodaria la tasa de crecimiento tan elevada que obser-
vamos. En el caso de los animales tratados con NRG1, hemos observado una mayor proli-
feracion de elementos gliales tras la lesion. Esta enorme masa de células de Schwann re-
sultante estimula la ramificacion y elongacion de los axones en regeneracion de forma

acelerada.

La organizacion de los axones en el conducto durante la regeneracion es aleatoria, ya
que no disponen de bandas de Biingner que les sirvan de guia. Las propias células de
Schwann proliferantes forman tubos gliales que conducen a los axones en una direccion
paralela al eje mayor del conducto (ver figura 22C). Una asociacion de mayor jerarquia
organiza las fibras nerviosas en pequefios fasciculos rodeados por fibras perineurales. En
condiciones normales, los fasciculos del interior de un nervio sufren continuos procesos
de division e integracion con los fasciculos vecinos. El patron del fasciculo cambia cada
50 mm a lo largo de todo el nervio periférico. De esta manera, a menos que los fasciculos
sean unidos uno a uno por técnicas microquirdrgicas, la interposicion de un conducto, asi
como la de un segmento de nervio, no garantiza la correcta migracion axonal y la canula-
cién hasta el cabo distal (Millesi et al., 1972; Lutz, 2004).

En cuanto a la estrategia para cubrir un espacio, el trasplante autologo tiene varios in-
convenientes. El diferente tamafio del diametro y longitud del injerto utilizado puede lle-

var a una pobre recuperacion funcional. La union inadecuada de los fasciculos donantes y
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receptores a la hora de la cirugia puede llevar a un fallo clinico. La tension en las lineas de
sutura puede derivar en dehiscencia y fracaso (Deumens et al., 2010). Finalmente también
influyen factores bioldgicos. Los injertos de nervio no son diferentes de otros injertos bio-
I6gicos avascularizados. La regeneracion del aporte sanguineo debe ser aportada por los
tejidos circundantes para contribuir a la nutricion de los elementos del neurilema. El ries-
go de muerte por isquemia de los nuevos elementos formados es elevado en la parte cen-
tral del injerto, especialmente en estos tejidos poco vascularizados, y puede llevar también
a la destruccion de los tubulos de células de Schwann y al fracaso de la regeneracion axo-
nal a través del injerto (Zochodne, 2008). Este riesgo de muerte de las células de Schwann
es mayor en los trasplantes alogénicos y heterélogos en los que ademas del aporte vascu-
lar deficiente, actla la respuesta inmune inflamatoria. Es importante sefialar que se da una
carrera entre la regeneracion de los axones cruzando el injerto libre y la destruccion de los

tubulos de las células de Schwann.

En el caso de la interposicion de un conducto reabsorbible, no se dan procesos dege-
nerativos en el interior del injerto y no hay una reaccion de respuesta inmune sobre el ma-
terial. El progreso de los axones desde el cabo proximal se realiza sobre el material de
relleno del conducto, que sirve como matriz extracelular. En el caso de las proétesis su-
plementadas con NRG1, tanto el armazon del conducto como su relleno tienen unidas
moléculas de NRG1. Estas moléculas son captadas por la superficie celular de las células
de Schwann reactivas y estimulan su proliferacién y aceleran la migracion. La presencia
de numerosas células de Schwann en el entorno de la regeneracion acumula un gran surti-
do de factores de crecimiento nerviosos, como NGF, bFGF, BDNF y GDNF. Estos facto-
res promueven el crecimiento axonal. La funcion acumuladora del conducto es un factor
importante en futuras aplicaciones clinicas en la reparacion de lesiones de los nervios pe-

riféricos.

El extremo libre del cabo distal merece especial atencion. Después de la lesion, el
axon en esta region tiende a alargarse y a aislarse de otras porciones de nervio en degene-
racion. Esta unidad puede sobrevivir hasta dos semanas antes de degenerarse. Como los
elementos del tejido conectivo proliferan en las primeras fases degenerativas, los fibro-
blastos endoneurales se entrelazan en el segmento aislado. Este hinchamiento o tumefac-
cion se denomina glioma, schwannoma o neuroma distal (Zochodne, 2008). Se compone

exclusivamente de elementos del tejido conectivo originados desde el perineuro, el endo-
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neuro y células de Schwann pleomorficas. Con el paso del tiempo el glioma se contrae,
coincidiendo con la atrofia del cabo distal. Si no se diera una reconexién rapida de ambos

cabos, se produciria un glioma irreversible.

7.1.1. Estructura y materiales

El alginato se presenta como un medio adecuado para la migracién y la proliferacion
de las células de Schwann y estimula la elongacion de las neuritas de los axones motores

y sensoriales periféricos.

El alginato permanece en el interior del tubo por un periodo de tiempo determinado,
siendo inapreciable a los 75 dias del implante de la protesis. Esto se deduce de la observa-
cion de las secciones semifinas transversales en los diferentes grupos experimentales a lo
largo del tiempo. No hay diferencias significativas en la degradacion del alginato en el
interior de los tubos control y experimental. En ambos casos se da una fragmentacion gra-
dual del hidrogel a medida que transcurre el tiempo. Ademas, en los tiempos mas cortos
de supervivencia, la degradacion es mayor por los extremos del tubo y decrece hacia la
zona medial. Este hecho puede indicar un posible efecto degradante de los elementos ce-
lulares sobre la matriz de alginato. Posiblemente los humerosos macrdfagos infiltrados
que se observan en las primeras etapas de la regeneracion, sean los responsables principa-

les de la fagocitosis de restos de alginato.

La resistencia del alginato para a ser hidrolizado, hace que sea muy duradero en el
tiempo, permitiendo que las moléculas que lleve inmovilizadas, en este caso la [-
Neurregulina 1, esté presente en el medio durante largos periodos de tiempo. Por otro la-
do, la unién débil de dicho factor de crecimiento con el alginato mediante enlaces cova-
lentes o fuerzas ionicas, hace que la simple rutura de esos enlaces libere las moléculas

ancladas y que el efecto sea inmediato.

Las diferencias mas significativas entre los grupos experimentales no suplementados
y los suplementados con B-Neurregulina 1, se presentan en las primeras etapas de la recu-
peracion. Este hecho posiblemente sea debido a la 1abil unién de la NRG1 a la matriz de

alginato. Su efecto es muy pronunciado en las primeras dos semanas postoperatorias.

El alginato utilizado en este estudio contiene una elevada proporcion de bloques M,

gue son cortos y se unen entre si por largos segmentos que son elasticos y que resultan en
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un gran colapso de la estructuras de bloques M, y que finalmente deriva en un tamafio de
poro menor. Asi, segin Mohanna y colaboradores, los axones y las células de Schwann en
regeneracion tendrian mas dificil encontrar un camino de baja resistencia, y de esta mane-
ra se reduciria la tasa de regeneracion. En este sentido, la observacion microscépica de la
regeneracion en los conductos rellenos de alginato, muestra que las células tienden a cre-
cer por la superficie exterior del hidrogel y que no penetran en él en las etapas iniciales de
la regeneracion. Sin embargo, a los 30 dias de la colocacion de los implantes, el tejido
regenerativo esta integrado en la matriz de alginato. Esta matriz sintética comienza a ser
sustituida por nueva matriz extracelular creada por las células de Schwann y los fibroblas-
tos del nuevo tejido. Por otro lado, la presencia de alginato podria dificultar la accion neu-
rotrofica de los factores de crecimiento liberados desde el cabo distal, particularmente en
el caso de conductos de largas dimensiones en los que hay mayor volumen de alginato en
el interior (Mohanna et al., 2003). Observaciones similares fueron hechas por otros inves-
tigadores en conductos que empleaban geles de coldgeno o laminina como matriz intralu-
minar (Valentini et al., 1987; Labrador et al., 1998). Estos autores pensaron que los resi-
duos de gel remanente bloqueaban la difusion de los factores neurotréficos y de esta ma-
nera ralentizaban la regeneracion axonal. Propusieron que se solucionaria el problema
disminuyendo la concentracion de proteina en el gel (Valentini et al., 1987; Labrador et
al., 1998). La presencia de macrdfagos en los primeros dias de la reparacion (observados
en namero considerable en nuestras preparaciones a los 15 dias del implante) podria con-
tribuir a la eliminacién de gran parte del gel de alginato, ya que observamos que se degra-
da a medida que avanza la generacion de tejido. Mientras que otros autores reportan ob-
servaciones de hidrogel de alginato a los 63 dias y una pobre regeneracion (Mohanna et
al., 2005), en nuestras propios estudios los restos de alginato en el interior de los implan-
tes eran raros a los 75 dias, y tan sélo fueron encontrados en algunas regiones donde el
tejido regenerativo era escaso. En la mayoria de los casos la totalidad de la luz del con-
ducto estaba ocupada por tejido regenerativo. En las protesis suplementadas con NRGL1 la
presencia de fibras nerviosas en regeneracion estaba especialmente potenciada, habiendo
sustituido por completo la matriz de alginato. De todas formas, la desaparicion del algina-
to es lenta ya que las células de los mamiferos no poseen enzimas capaces de degradar el

alginato.
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7.1.2. Componentes celulares: un modelo de protesis acelular

Independientemente del tipo de conducto no nervioso empleado para cubrir el espacio
entre los cabos seccionados, los investigadores tuvieron claro muy pronto que la disponi-
bilidad de una cantidad suficiente de células de Schwann a lo largo de la longitud del im-
plante, era el punto critico para sustentar la regeneracion axonal. De hecho, cuando se
empleaban conductos aut6logos no nerviosos, las células de Schwann necesarias para la
regeneracion del axon en el interior del tubo, se originan por la migracion bilateral desde
ambos extremos seccionados (Williams et al., 1983; Dubovy y Svizenska, 1992; 1994;
Torigoe et al., 1997; Dubovy et al., 2001; Fornaro et al., 2001). La migracion de las célu-
las de Schwann desde el cabo proximal es mas lenta y acompafia el crecimiento del axén,
mientras que la migracion de las celulas de Schwann desde el cabo distal es més rapida y
se considera que guia la regeneracion axonal contribuyendo al efecto atrayente neurotréfi-
co distal (Tos et al., 2000; Tos et al., 2004). Sin embargo, la migracion de las células de
Schwann desde los dos cabos seccionados podria no ser suficiente para sustentar la rege-
neracién axonal en el interior del conducto, especialmente cuando han de cubrirse grandes
distancias (Raimondo et al., 2005). Hay un interesante debate respecto a la distancia
méaxima en la cual la influencia neurotrofica del cabo distal sobre las fibras en regenera-
cién del cabo proximal es efectiva. Esta distancia podria ser tan pequefia como 5 mm en la
rata (Longo et al., 1983; Brunelli et al., 1994; Kiyotani et al., 1996; Strauch et al., 1996;
Mohanna et al., 2003).

Seria necesario el enriquecimiento de los conductos con células de Schwann cultiva-
das para incrementar la eficacia de los conductos sintéticos. Sin embargo, la supervivencia
de las células trasplantadas en el interior del conducto depende de varios factores. En pri-
mer lugar es necesaria una rapida y profusa vascularizacion del implante, ya que el oxige-
no es el elemento limitante. Las células no pueden estar méas alejadas que unos cientos de
micras de un capilar sanguineo (Sheridan et al., 2000). Estudios con hepatocitos trasplan-
tados demostraron que la mayoria de las células trasplantadas en un polimero de 3 mm de
espesor, murieron en un corto espacio de tiempo (Sheridan et al., 2000). Las células su-
pervivientes se encontraron en los bordes del constructo, en la cercania de los capilares

del tejido circundante. La invasion de capilares en el constructo es un fendémeno que se
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prolonga en el tiempo. Las células que pudieran localizarse en el interior del implante

moririan provocando la liberacién de citoquinas proinflamatorias y de agentes citotoxicos.

Ademas, la cinética de la degradacion de los geles de alginato influye en la correcta
formacion del tejido nuevo. Asi, los geles que tienen una baja velocidad de degradacion,
pueden provocar que las células trasplantadas no consigan una formacion de tejido nuevo
significativa ni deposicion de matriz extracelular por impedimentos de tipo estérico. Por
otro lado, una velocidad excesiva de degradacion del alginato puede causar una pérdida
prematura del soporte celular, disminuir la capacidad de adhesion celular e inhibir la pro-

liferacion celular (Sheridan et al., 2000).

La completa invasion del conducto por parte de las células de Schwann se conseguiria
alrededor del dia 60 si se considerasen las tasas de crecimiento axonal y glial que hemos
obtenido en nuestros experimentos (0.51 mm/dia en protesis suplementadas con NRG1
durante los primeros 30 dias). De esta manera no se considera necesaria la adicion de
células de Schwann exdgenas, ya que la colonizacion de toda la longitud garantiza la su-
pervivencia de los axones en regeneracion. Nosotros hemos observado una total coloniza-
cién del implante en los supuestos tratados con NRG1. A los 30 dias, tan sélo la parte
central del conducto queda vacia de elementos celulares y permanece rellena de la matriz
de alginato. La buena estructuracion de las fibras nerviosas se puede evidenciar por la
presencia de multitud de vainas de mielina perfectamente desarrolladas en la porcion ini-
cial del conducto. Estas vainas de mielina presentan un mayor grosor en los animales tra-
tados con NRG1. Nosotros hemos podido registrar una ratio G de 0.68 en esta region,
muy similar a la ratio normal para un nervio periférico. Este hecho puede deberse a la
NRG1 tipo Il producida en la superficie de los axones y su relacion con el grosor del
axon. El mayor grosor del axén se relaciona con una mayor maduracion de la regenera-
cion. Esta diferencia entre los grosores de axones y vainas de mielina podria explicarse

por la accion de la NRG1 sobre el crecimiento acelerado de los axones en regeneracion.
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7.1.3. La Neurregulina como factor de crecimiento

Con la manipulacion del ambiente local de los implantes se han conseguido algunos
éxitos en la reparacion de espacios pequefios. Sin embargo, hay pocas referencias sobre la
accion de los factores neurotréficos en la reparacion de grandes lesiones de nervio perifé-
rico. La mayoria de los trabajos acerca de la reparacion de lesiones pequefias se ha centra-
do en la aplicacién de un unico factor neurotrofico que actuase especificamente sobre las
neuronas o sus prolongaciones (Withworth et al., 1995b; Sterne et al., 1997; Tham et al.,
1997). Sin embargo, la utilizacion de la B-Neurregulina 1 como factor de crecimiento
ex0geno y que actla directamente sobre las células de Schwann, desencadenaria todo un
espectro de mecanismos que podrian indirectamente estimular la regeneracion del nervio

periférico.

Durante la embriogénesis, la NRG1 es imprescindible para el correcto desarrollo de
los nervios periféricos. En mutantes en los que estaban deleccionados los genes para
NRG1, ErbB2 y ErbB3 (Britsch et al., 2001), las motoneuronas y las neuronas gangliona-
res sensoriales acaban degenerando en los primeros estadios de la vida embrionaria. Estos
mutantes carecen de células de Schwann, ya que los PCS tienen anulada la capacidad de
migracion y de diferenciacion a células de Schwann inmaduras. La degeneracion prematu-
ra de las motoneuronas y de las neuronas ganglionares se debe, segin demuestran Britsch
y colaboradores, a la ausencia de células de Schwann y los factores tréficos que producen
(Britsch et al., 2001; Britsch, 2007).

La aportacion exdgena de B-NRG1 de tipo I induce la proliferacion de lineas de célu-
las de Schwann en cultivo (Lupu et al., 1992; Dong et al., 1995; de la Fuente et al., 2012),
asi como de células de Schwann humanas fetales in vitro extraidas de los ganglios de la
raiz dorsal (Baek y Kim, 1998). En células procedentes de nervios periféricos maduros, se
ha observado una acentuada mitogénesis en respuesta a la combinaciones de factores de
crecimiento como NRGL1 y forskolina (Morrissey et al., 1995). Ademas, nuestro grupo ha
demostrado su eficacia como agente proliferativo Unico tanto en células de Schwann de
animales adultos (rata y conejo), como en células de Schwann procedentes de exéresis

quirurgicas de humano adulto (de la Fuente et al., 2012). En este caso la B-NRGL1 de tipo |
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fue el Unico factor de crecimiento afiadido al medio de cultivo, eliminando la posibilidad
de una interferencia en los resultados por parte de otros factores de crecimiento como la
forskolina, un potente mitdgeno ampliamente utilizado en combinacién con la NRG1 para

expandir cultivos de células de Schwann (Schworer et al., 2003).

La NRG1 estimula la proliferacion de las células de Schwann e induce la liberacion
de varios factores neurotroficos desde las células gliales, que a su vez activan las rutas de
supervivencia e incrementan la sintesis de proteinas y la proliferacion en las neuronas
(Terenghi, 1999). Tras la axotomia, la regeneracion axonal y la de las células de Schwann
desde el cabo proximal progresan normalmente a una velocidad similar (Jessen y Mirsky,
1998). Esto se demuestra por la similar distancia de la regeneracion axonal y de las célu-
las de Schwann que hemos encontrado. En los implantes con NRG de 15 dias de supervi-
viencia, los axones habian colonizado 5.83 mm de longitud del conducto mientras que en
los no suplementados tan solo fue de 4.24 mm. Estas distancias son coincidentes con la

distancia recorrida por las células de Schwann.

En el cabo distal seccionado, la supervivencia de las células de Schwann no depende
de la NRG1 proporcionada por los axones. Después de la axotomia una pequefia cantidad
de NRG1 puede ser producida por las propias células de Schwann, creando un sistema de
regulacion autocrino (Carroll et al., 1997; Hayworth et al., 2006). Debido a que las célu-
las de Schwann son imprescindibles para la regeneracion axonal, se ha propuesto que su
supervivencia ha de ser independiente de la de los axones (Syroid et al., 1999). Tras la
lesion aumenta rapidamente la expresion de los receptores erbB2 y erbB3 en la superficie
de las celulas de Schwann (Li et al., 1997; Bryan et al., 2000). La NRG1 producida por las
células de Schwann y la liberada desde el alginato hacia la luz del conducto de los grupos
suplementados, podria actuar sobre estos receptores resultando en la activacion de la pro-
liferacion y migracion de las células de Schwann. La isoforma 3 de la NRG1 es capaz de
unirse a su receptor ErbB2/ErbB3 en la superficie de la célula de Schwann y traslocarse
hasta el nicleo (Raabe et al., 2004), lo que iniciaria la transcripcién de genes relacionados
con la proliferacion y la migracion. Este fendmeno se ha observado con otros factores de
crecimiento neural como el FGF, o similares en estructura a la NRG1 como el EGF
(Arese et al., 1999; Klingenberg et al., 2000; Lin et al., 2001). De esta manera, se activar-
ia la liberacion de factores neurotroficos desde las células de Schwann (Mahanthappa et
al., 1996).
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Como resultado de la continua formacion de un armazon de células de Schwann en el
interior del tubo, se originan caminos de guia a lo largo de los cuales los axones pueden
elongarse y aumentar su nimero en el cabo distal. Estas estructuras se forman por la aso-
ciacion de 4 a 6 células de Schwann. La cantidad de moléculas de adhesion celular como
NCAM, L1y laminina que se expresan en la superficie de las células de Schwann es tam-
bién importante para la regeneracion (Martini, 1994). Estas moléculas intervienen en la
interaccion de las células de Schwann con las moléculas presentes en el cono de creci-
miento del axon (Jessen y Richardson, 1996). De esta manera, es imaginable que este con-
tacto de guia y el efecto de la NRG1 aumentando las funciones neurotréficas de las célu-

las de Schwann, estimulen la regeneracion axonal.

La cantidad de células de Schwann regeneradas era notablemente mayor en los im-
plantes con NRG1 cuando se comparaban con los individuos no tratados. La adicion de
NRG1 también aumento paralelamente la cantidad de axones regenerados. Aunque la adi-
cion de NRG1 produjo el incremento mas importante en la cantidad de células de
Schwann y de axones en regeneracion a los 15 dias se pudieron observar los efectos hasta
los 75 dias como se demostro por la presencia de estructuras mielinizadas estables (ratio

G = 0.68) en el interior del conducto.
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En algunos estudios se ha observado que las neuritas no sélo son capaces de crecer
sobre una membrana basal, sino que también lo pueden hacer directamente sobre la super-
ficie de células de Schwann vivas (Barton, 1962; Kuffler, 1986; Nathaniel y Pease, 1963;
Scherer y Easter, 1984; Schwab y Thoenen, 1985).

Cuando se insertan implantes acelulares de tejido nervioso central o periférico en sec-
ciones de nervio periférico, las células de Schwann vivas del receptor migran dentro del
implante (Anderson y Turmaine, 1986; Ide et al., 1983). Cuando los axones crecen en
tubos vacios sin ldmina basal, tienden a hacer contacto con la superficie de células vivas,

como células de Schwann u otros axones (Ide et al., 1983; Schwab y Thoenen, 1985).

En nuestras muestras de microscopia electrénica de transmision hemos observado
mayoritariamente que las neuritas crecen sobre las laminas basales producidas por las
células de Schwann, si bien, en alguna ocasion hemos caracterizado varios procesos axo-
nales de pequefio calibre creciendo directamente sobre la superficie de una célula de
Schwann o en contacto directo con otros axones (ver figura 41). El espacio intercelular
tiende a ser ocupado por matriz extracelular en forma de capas superpuestas de fibras de
colageno, desplazando rapidamente al alginato. Las células de Schwann sintetizan matriz
extracelular sélo tras el contacto con la neurona (Bunge et al., 1986). En ningin caso

hemos observado procesos axonales creciendo directamente sobre el alginato.
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7.2.1. La célula de Schwann

Las funciones de las células de Schwann en el nervio periférico son muy variadas y
difieren de las que presentan sus homologos en el sistema nervioso central, los oligoden-
drocitos. Inmediatamente después de la lesion, las células de Schwann pueden actuar co-
mo células inflamatorias locales, produciendo citoquinas, sintasa del 6xido nitrico induci-
ble (INOS; una enzima con propiedades inflamatorias que genera 6xido nitrico) y otras
moléculas inflamatorias, antes de que los macréfagos sanguineos invadan el nervio y
asuman esta funcion. Las células de Schwann pueden transformarse de un fenotipo “esta-
ble”, mielinico, a células muy plasticas, proliferativas y migratorias que pueden dirigir la
adecuada regeneracion de los axones tras la lesion. Producen una gran multitud de molé-
culas troficas para el nervio pero no necesariamente simultdneamente. En otras palabras,
las células de Schwann parecen tener un sentido del ritmo y la coordinacion de los pro-
ductos que sintetizan. Aunque el mecanismo exacto no esta claro, hay evidencias de que
las células de Schwann evaltan su medio ambiente local y responden en consecuencia
(Zochodne, 2008). Ademas, hay una intima comunicacion bidireccional entre el axon y la
célula de Schwann. La molécula mediante la que se comunican es la NRG1. Esta comuni-
cacion es crucial durante la regeneracién pero también esta presente en los troncos nervio-

sos sanos (Fricker y Bennett, 2011).

Las células de Schwann se identifican por la expresion de la proteina ligante de Cal-
cio S100 (Spreca et al., 1989; Bianchi et al., 1994b), caracteristica de otros tipos de célu-
las gliales (astrocitos, células de Miiller, etc.). Una subpoblacion de células de Schwann -
las no mielinizantes- expresa el receptor de baja afinidad de neurotrofinas p75™'~. Este
marcador también se encuentra, en ocasiones, en algunos fibroblastos perineurales. Tam-
bién puede localizarse en la superficie de axones en crecimiento (Yla-Kotola et al., 2008).
Se distinguié entre axones en crecimiento y células de Schwann p75"™"* por la presencia
de tincion nuclear con DAPI en éstas ultimas. Se diferenciaron las células de Schwann
inmaduras de los fibroblastos perineurales por las caracteristicas morfoldgicas y la locali-

zacion de ambas estructuras.
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Las células de Schwann asociadas a axones mielinizados no expresan factor de cre-
cimiento nervioso (NGF). Si pierden el contacto con el axdn, comienzan a expresar el
receptor de NGF de baja afinidad p75 en sus superficies, y producen NGF (Taniuchi et al.,
1988). Cuando tiene lugar la regeneracion y el contacto con el axdn se ha restablecido, las
células de Schwann dejan de producir NGF y el receptor p75 de baja afinidad de NGF
(Taniuchi et al., 1988; Bradley et al., 1998). Estas referencias coinciden con los datos
observados durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, sin embargo, hemos podido com-
probar que en los injertos suplementados con NRG1 la expresion de p75™'" es detectable
en células de Schwann y células perineurales hasta la cota de los 75 dias. La estimulacion
con NRGL1 de las células de Schwann durante las primeras etapas de la regeneracion pare-

ce favorecer la presencia de p75"™®

en su superficie durante largos periodos de tiempo. De
esta manera, las células de Schwann mantendrian su capacidad para acumular NGF en su
superficie, multiplicando asi su disponibilidad para nuevos axones en regeneracion. Estos
elementos p75™ """ se observan en regiones colonizadas por células de Schwann con fuer-
te expresion de proteina S100 (ver figura 42). Muchas de las CS presentes en el extremo
distal del injerto tratado con NRG1 después de 75 dias, presentan ambos marcadores. En
estas preparaciones, las células de Schwann estan involucradas activamente en la mielini-
zacion de los axones (expresando moléculas propias de CS mielinizantes maduras, como
MBP, S100 o la proteina P0) y, paralelamente, acumulan neurotrofinas en su superficie

para estimular la asociacion de nuevos axones.

La presencia de receptores de neurotrofinas en el nervio periférico seccionado es un
requisito previo para la respuesta mediada por neurotrofinas. La presencia de ARNm de
p75""" y de inmunorreactividad para esta protefna aumentan en el extremo distal de la

5NTR en las

lesion. Después del contacto axonal durante la regeneracion, la expresion de p7
células de Schwann es reducida a los niveles observados en el nervio sano (Taniuchi et
al., 1988; Funakoshi et al., 1993). La induccién de expresion de p75"™" después de la
axotomia se ha propuesto como mecanismo de concentracion de NGF en la superficie de
las células de Schwann, anclando el ligando y estimulando la regeneracion nerviosa
(Taniuchi et al., 1988). Este supuesto se puede ampliar a todas las neurotrofinas, ya que
todas ellas se unen al p75"™" con afinidad similar y son expresadas en el cabo distal des-
pués de la neurectomia. Es interesante que los niveles de ARNm de trkB que codifican
para formas truncadas del receptor TrkB, estan reducidos en las células de Schwann del

cabo distal. Esto contrasta con el incremento notable de p75™™" (Funakoshi et al., 1993),
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indicando que estos dos receptores tienen regulaciones opuestas en el cabo distal del ner-
vio lesionado. Los bajos niveles de receptor TrkB pueden favorecer la union de BDNF y
de NT-4 a la gran cantidad de receptores p75™ " presentes. Estos ligandos seran después
presentados a los receptores TrkB funcionales presentes en la superficie de los axones en

regeneracion (Funakoshi et al., 1993).

Las protefnas S100 participan en la regulacion de la homeostasis del Ca** intracelular
(Baimbridge et al., 1992; Barger y Van Eldik, 1992; Heizmann, 2002), aunque en las neu-
ronas actllan como proteinas activadoras y no como tamponadoras de Ca®* (Schafer y
Heizmann, 1996). Ademas, la S100p tiene actividad neurotrofica y estimula la elongacién
de las neuritas y la supervivencia de las neuronas (Winningham-Major et al., 1989;
Marshak, 1990; Van Eldik et al., 1991; Bhattacharyya et al., 1992; Huttunen et al., 2000).
La S100p también participa en otras funciones tales como la inhibicién de la fosforilacion
o0 la induccion de la apoptosis (Fano et al., 1995; Donato, 1999; 2003) y en la regulacion
de la estabilidad del citoesqueleto (Bianchi et al., 1994a; Bianchi et al., 1994b; Garbuglia
et al., 2000; Sorci et al., 2000). Si embargo, las funciones de las proteinas S100 in vivo no
son muy conocidas, y no se han observado cambios en el sistema nervioso periférico de

animales transgénicos para las proteinas S100 (Gerlai y Roder, 1995; Roder et al., 1996).

La proteina S100 se encuentra principalmente en glia y células relacionadas con la
glia, pero también en una pequefia subpoblacién de neuronas periféricas. Ademas, a nivel
de ARNm o de proteina, algunos miembros de la superfamilia de la S100 estan presentes
en varios tejidos humanos normales y neoplasicos, especialmente de origen epitelial
(Gibbs et al., 1995; Ilg et al., 1996; Takenaga et al., 1997; Zimmer et al., 1997
Barraclough, 1998; Gribenko et al., 2001; Levett et al., 2002; Taylor et al., 2002).

Tanto las células de Schwann maduras mielinizantes como las no mielinizantes
muestran una fuerte inmunorreactividad a la proteina S100 (Stefansson et al., 1982b;
Sugimura et al., 1989; Vega et al., 1996). Perez y Moore (1968) observaron un descenso
en la concentraciéon de proteina durante la degeneracion axonal. El axén podria ejercer
algun control sobre la expresion de la S100 en las celulas de Schwann (Stefansson et al.,
1982a). Este mismo fendmeno lo hemos observado tras la seccion del nervio. Hemos ob-
servado que es mas acentuado en los casos en los que hemos tratado el conducto con
NRG1. La explicacion de este acentuamiento podria ser que la NRG1 presente en el me-

dio mantiene a las células de Schwann en un fenotipo muy cercano al de célula de la
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Schwann inmadura, cuya expresion de proteina S100 es significativamente menor. En el
ser humano se ha demostrado que la compresion de un nervio o su seccion modifica la
expresion de la proteina S100 en los corpusculos de Meissner. La inmunorreactividad
persiste tan solo a niveles residuales (Marquez et al., 1997; Albuerne et al., 1998; Lopez
et al., 1998). Asimismo, la ausencia de proteina S100 en tumores malignos de la envuelta
del nervio periférico esta relacionada con la desdiferenciacion de las células de Schwann
(Perry et al., 2001).

La expresion de la proteina S100 en las células de Schwann y en los corpusculos sen-
soriales estad regulada por el contacto entre las células de Schwann y el axén (Perez y
Moore, 1968; Spreca et al., 1989; De Leon et al., 1991; Del Valle et al., 1993). Nosotros
pensamos que a medida que la relacion entre el axon y la célula de Schwann se estabiliza,
la expresion de proteina S100 se ve aumentada hasta los niveles normales de una célula de
Schwann madura. Este hecho coincide con las células de Schwann S100" encontradas en
secciones seriadas correspondientes a areas en las que hemos observado axones mielini-
zados. Ademas, en los animales a los que se les implantaron protesis suplementadas con
NRG1, el aumento de expresion de S100 no implica una desaparicion total de las células
p75"TR"*: en estos animales encontramos una etapa en la asociacién célula de Schwann —

axon en la que coexisten ambos marcadores.
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Una protesis de PLGA con doble envoltura exterior y un andamiaje interno
compuesta por dos I&minas perpendiculares es adecuada para posibilitar la re-
generacidn nerviosa en una neurectomia de 30 mm, sin la necesidad de afiadir

elementos celulares exdgenos.

El alginato de sodio es un biomaterial adecuado para inmovilizar moléculas
bioactivas, como la NRG1, y liberarlas gradualmente, aunque sus caracteristi-

cas no favorecen la adhesion y avance de las CS y de los axones.

La velocidad de la regeneracion a través de la protesis acelulares con NRG1
es suficiente para la correcta mielinizacion de las fibras nerviosas durante la

reparacion de lesiones de 30 mm.

La NRG1 es un factor de crecimiento eficaz para ejercer un fuerte efecto so-
bre la proliferacion y la migracion de las células de Schwann en los primeros
dias de la reparacion con una proétesis bioabsorbible acelular. Ademas, tiene
un efecto a largo plazo sobre las células de Schwann favoreciendo su plastici-
dad.

El fenotipo de las células de Schwann estd determinado por el modo de aso-
ciacién al axon y por la exposicion a NRG1. De esta manera, en las zonas de
lesion reciente se reduce la expresion de S100 en las CS, mientras que aumen-
ta la de p75"™ y las capacidades de proliferacién y migracién. Cuando la aso-
ciacion entre un axén y una célula de Schwann se vuelve estable y se da la mi-
lelinizacion, se recupera la expresion de $100 y disminuye p75"'. La exposi-

5NTR sea abundante en células de

cion a NRGL1 provoca que la presencia de p7
Schwann, 75 dias después del implante. Estos elementos se observan en re-
giones colonizadas por células de Schwann con fuerte expresion de proteina

S100.
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