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RESUMEN

ARMIJO GONZALEZ LUIS ANTONIO. Efecto de la aplicaciéon de Tissucol® y
precursores neurales sobre la reparacion del nervio ciatico transectado de rata
adulta. (Bajo la direccién de: Dra. Sara del Carmen Caballero Chacén).

El sistema nervioso periférico, cuando esta lesionado, puede repararse por si
solo debido a que las células de Schwann que lo acompanan producen
factores de crecimiento que favorecen la regeneracion axonal. Sin embargo,
algunas lesiones como la seccion completa, pueden provocar una reparacion
defectuosa y un desempeno motor y sensitivo inadecuado. Para propiciar una
recuperacion de los nervios periféricos completa, se han utilizado varias
técnicas de reparacion tales como la neurorrafia y las matrices biocompatibles,
con el fin de formar puentes entre los segmentos del nervio y favorecer el
crecimiento axonal. Otra alternativa es la utilizacién de transplantes celulares
como la glia envolvente o aldainoglia, la cual es capaz de favorecer la
remielinizacion y el crecimiento neuritico ya que posee funciones muy similares
a las células de Schwann. El objetivo de este trabajo fue conjuntar a los
precursores neurales diferenciados a aldainoglia y al Tissucol e investigar sus
efectos en un modelo murino sobre la reparacién del nervio ciatico transectado
para propiciar una regeneracion axonal optima. De los diferentes grupos de
experimentacion, la combinacion de los precursores neurales diferenciados a
aldainoglia incorporados al Tissucol, fue la que ofrecié mejores resultados a
nivel histoléogico en cuanto a la alineacion de las fibras nerviosas,
remielinizacion y funcionalmente favorecid la recuperacion de la sensibilidad;
en los otros grupos experimentales la aplicacién de solamente Tissucol provoco
una fibrosis muy extensa y en el grupo que no recibié tratamiento no se
presentd una regeneracion adecuada. Esto significa que la combinacion de
varias técnicas de reparacion resulta ser mas eficaz que la utilizacion de una
técnica aislada o no aplicar ningun tratamiento. Debido a que actualmente no
existe técnica de reparacion alguna que ofrezca una recuperacion de las
funciones sensitivas y motoras normales, es necesario seguir buscando

alternativas que ofrezcan una buena recuperacion de la funcion nerviosa.

Palabras clave: Precursores neurales, glia envolvente, aldainoglia,

regeneracion de nervio periférico.



SUMMARY

ARMIJO GONZALEZ LUIS ANTONIO. Effects of Tissucol® and neural
precursors in the repair of transected sciatic nerve of adult rat. (Led by: Dra.
Sara del Carmen Caballero Chacén).

The peripheral nervous system can repair itself, when injured, because
Schwann cells produce growth factors that promote axonal regeneration.
However, when injuries cross-section the entire nerve, a defective repair occurs
leading to an inappropriate sensory and motor performance. To promote a
complete recovery of peripheral nerves, several techniques have been used to
repair, such as neurorrhaphy and the use of biocompatible matrixes to form
bridges between the nerve stumps to promote axonal growth. Another
alternative is the use of cellular transplants as ensheathing cells or aldynoglia,
which are capable of promoting remyelination and neurite outgrowth through
Schwann cells-like macroglia. The aim of this study was to assess the effects of
the combined actions of neural precursors and Tissucol® in a murine model of
transected sciatic nerve repair on promoting optimal axonal regeneration. The
combination offered best results at the histological level as far as alignment of
the nerve fibers is concerned. Also remyelination and restoration of sensitivity
were superior as compared with other experimental groups. Tissucol® alone
caused very extensive fibrosis only, and the untreated group did not show
adequate regeneration. These results may indicate that the combination of
several techniques applied to repair severed peripheral nerves, is more
effective than the use of an isolated technique or not to apply treatment at all.
Although currently there is no a repair technique that provides a recovery of
motor and sensory functions recovery, it is here advanced that the
combinations described be assessed in further experimental settings necessary

as alternatives to achieve a good recovery of nerve function.

Keywords: Neural precursors, ensheathing cells, aldynoglia, peripheral nerve

regeneration.



Abreviaturas.

BDNF:

BMP:
CNTF:
CS:
DMEM:

DN:
DW:
EGF:
FGFb-2:

GGF:
HBSS:

IGF-1:

IL-1a:
IL-1PB:
IL-6:
IL-10:
LIF:
MAG:

MET:
MPD:
MPI:
MQ:
N-CAM:

Nest:

Neur:

Factor neurotrofico derivado del cerebro (Brain Derived
Neurotrophic Factor).
Proteina basica de la mielina (Basic Myelin Protein).
Factor neurotrofico ciliar (Ciliary Neurotrophic Factor).
Células de Schwann.
Modificacion por Dulbecco del medio de cultivo Eagle
(Dulbecco’s modified Eagle Medium).
Dolor neuropatico.
Degeneraciéon Walleriana.

Factor de crecimiento epidermal (Epidermal Growth Factor).
Factor de crecimiento fibroblastico basico tipo 2 (Fibroblastic
Growth Factor basic).
Factor de crecimiento glial (Glial Growth Factor).
Solucion de Hanks.
Inmunofluorescencia
Factor de crecimiento parecido a la insulina tipo 1 (Insulin-like
Growth Factor 1).

Interleucina-1a.

Interleucina-1B.

Interleucina 6.

Interleucina 10.

Factor inhibidor de leucemia (Leukemia Inhibitory Factor).
Glucoproteina asociada a la mielina (Myelin Associated
Glycoprotein).
Microscopia electréonica de transmision.
Miembro pélvico derecho.
Miembro pélvico izquierdo.
Macrofago.
Molécula de adhesion de células neurales (Neural-Cell
Adhesion molecule).

Nestina.

Neurofilamento.



NGF:
NP:

PBS:
PLL:
PN:
PNA:
rpm:
S-100:
SNC:
SNP:

TGF-B:

TNF-a:

YP:

Factor de crecimiento nervioso (Nerve Growth Factor).
Nervio periférico
Proteina 0.
Buffer de fosfatos.
Poli-L-lisina.
Precursores neurales multipotenciales.
Precursores neurales diferenciados al fenotipo aldainoglia.
revoluciones por minuto.
Proteina de union a calcio S-100.
Sistema nervioso central.
Sistema nervioso periférico.
Factor de crecimiento transformante-8 (Transforming Growth
Factor beta).
Factor de necrosis tumoral a (Tumoral Necrosis Factor alpha).

Yoduro de propidio.
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1. Introduccién

El Sistema Nervioso, en coordinacion con el sistema endocrino, controlan el
funcionamiento de los érganos del cuerpo (Tartaglia & Waugh, 2005). Para ello, el
Sistema Nervioso Periférico (SNP) sirve como un puente entre el Sistema
Nervioso Central (SNC) y el resto de los 6rganos, conectandolos entre si para
mandar sefiales nerviosas del SNC hacia los 6rganos y viceversa. El SNP esta
conformado por nervios y ganglios que se encuentran fuera del SNC (cerebro y de
la médula espinal), y a diferencia de este ultimo, el SNP no esta protegido por
hueso sino que cuenta con algunas barreras defensivas como capas de tejido
conectivo que los protegen del dafio. A pesar de esto, por su disposicion
anatomica el SNP esta expuesto al dafio producido por diversas toxinas o por
traumatismos (Newman, 1995). En condiciones de dafio el SNP tiene posibilidad
de repararse, pero aun asi existen serios problemas relacionados precisamente
con ese potencial de reparacion debido a que se puede presentar una
regeneracion aberrante, producir neuromas o generar alodinia, por lo que las

diversas estrategias que han sido utilizadas para su reparacién buscan evitar esto.

1.1 Anatomia del nervio periférico

Las primeras descripciones sobre la anatomia de los nervios periféricos fueron
hechas por el médico griego Herophilo alrededor del afio 300 A.C. Paul de Aegina
fue el primero en describir la reparacién de nervios. En el afio 900 D.C. Rhazes
hizo la primera descripcion clara sobre la manera adecuada de como reparar un
nervio. En 1873 Carl Hueter introdujo el término de sutura epineural, y a principios
de los afios 1900 Santiago Ramoén y Cajal describidé como los axones periféricos
son capaces de regenerar y cOmo son guiados por sustancias quimioatrayentes.
En 1945 Sydney Sunderland promovid la utilizacion de técnicas quirdrgicas para la

reparacion de nervios periféricos lesionados.



Una neurona esté constituida por un cuerpo celular o soma que se encuentra ya
sea en el encéfalo, en la médula espinal o en los ganglios periféricos, del que
emanan un axon y varias ramas fibrosas llamadas dendritas. Por lo tanto los
axones o fibras nerviosas son en realidad extensiones protoplasmaticas de estos
cuerpos neuronales. Desde el punto de vista funcional, los nervios que transmiten
impulsos hacia el SNC se denominan nervios aferentes o sensitivos, en tanto que
los nervios que transmiten sefiales del SNC hacia los 6rganos efectores se

denominan nervios eferentes o motores (Jensen, 1979).
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Figura 1. Organizacién funcional y principales caracteristicas de un nervio periférico.
Adaptado del Miniatlas de Psiquiatria, AstraZeneca, XL Sistemas

Las axones de los nervios periféricos pueden ser mielinizadas o no mielinizadas
(figuras 1 y 2), y en ambos casos los axones estan rodeados por células gliales
denominadas células de Schwann (CS). En los nervios mielinizados, un axén esta
asociado con solo una CS, la cual lo rodea con su membrana plasmatica en forma

de espiral para asi formar la vaina de mielina (Lundborg, 2004). Esta vaina de



mielina esta interrumpida a intervalos regulares a lo largo del axén, y a estas
zonas que marcan los puntos donde las CS son discontinuas se les conoce como
nodos de Ranvier. Por otra parte, en los nervios no mielinizados una CS se
encarga de rodear a varias fibras nerviosas, por lo que la vaina de mielina no se
forma en esta clase de nervios (Lundborg, 2004). Otra funcion muy importante de
las CS es la de aumentar la velocidad de conduccion, asi como proteger y

promover los procesos regenerativos en caso de existir algun dafio.

Mielinizacién en el Membrana plasmética

sistema nervioso periférico in fusionar con el axdn

“No Axones
mielinizada”

4 ‘
N / | Célula Schwann
=)

Célula de Schwann

— B
¥ Vaina de mielina compacta A

rodeando el axdn

Figura 2. Funcién de la célula de Schwann en el aislamiento de las fibras nerviosas.
En las fibras mielinicas (A) una sola célula de Schwann envuelve a un solo axén en capas
concéntricas de mielina, mientras que en las fibras amielinicas (B) una célula de Schwann

envuelve a varios axones.
Adaptado del Miniatlas de Psiauiatria, AstraZeneca. XL Sistemas

Las fibras nerviosas se encuentran contenidas en fasciculos dentro del epineuro
(figura 3), que es la capa de tejido conectivo mas externa que los rodea en un solo
haz y su principal funcion es protegerlos contra golpes y sobreestiramientos,
evitando lesiones durante el movimiento (Lundborg, 1987). Cada fasciculo se
encuentra rodeado por el perineuro, el cual los protege y funciona como una
barrera de difusién para ciertas sustancias (Lundborg, 2004). Intrafascicularmente,
las fibras nerviosas se encuentran rodeadas por el endoneuro que es la capa mas
interna, la cual es una matriz laxa de colageno que contiene una red capilar
bastante extensa que evita que ciertas sustancias que circulan por la sangre
tengan contacto con las fibras nerviosas y las dafien. La principal funcion del
endoneuro es ofrecer una proteccién a los axones contra golpes y dar soporte a
los tubos endoneurales (Lundborg, 1987; Lee & Wolf, 2000).



Figura 3. Microanatomia de un nervio periférico.

1.2 Lesiones en el nervio periférico

Las lesiones en el nervio periférico (NP) siguen representando uno de los retos
quirargicos mas importantes, ya que durante su proceso de reparacion, no
solamente intervienen eventos a nivel local, sino que también pueden verse

afectados otros érganos como el musculo estriado esquelético (Lundborg, 2002).

Esta clase de lesiones pueden ser causadas por fracturas, traumatismos,
durante alguna cirugia, por isquemia (Campbell, 2008; Glass et al, 2002), por
iatrogenias, por toxinas exdgenas, por quimicos, por calor (Waldram, 2003) o
incluso por alteraciones de origen metabdlico como la diabetes mellitus (Abdin et
al, 2006). Muchos de estos problemas pueden dar lugar a la compresion o seccién
de algun nervio periférico, lo que podria impedir que este tenga un desempefio
motor y sensitivo adecuado e incluso inducir dolor neuropatico (DN) o alodinia
(Merskey, 1982; Navarro et al, 2007).

. - e * . . « .
Cuando un nervio es lesionado por transeccion , en el segmento distal se inicia
un proceso denominado degeneracion Walleriana (DW) (Waller, 1850; Stoll et al,

2002) (figura 4). La DW consiste en una serie de alteraciones celulares y

*

neurotmesis 0 axonotmesis en la clasificacion de Seddon (1942), grado 2-5 de la clasificacion de Sunderland
(1978), lesién degenerativa en la clasificacidon de Giddins & Birch (2002).



moleculares que suceden en el sitio de la lesion, tales como la activacion de CS,
atraccién de macrofagos (MQ) al sitio de la lesion y un incremento en la sintesis
de neurotrofinas y citocinas (Dubovy, 2011). La DW comienza con la
desintegraciéon y degeneracién del axoplasma y axolema (Stoll et al, 1989),
fragmentacion del reticulo endoplasmico y disolucion de neurofilamentos vy
microtUbulos (componentes del citoesqueleto) ocasionadas por la entrada de iones
de calcio en el sitio de la lesidbn que activan a proteasas axonales (fosfolipasas y
calpainas) (Schlaepfer et al, 1985; Glass et al, 2002; Campbell, 2008), todo esto
dentro de las primeras 24-48 horas posteriores a la lesién (George et al, 1995;
Gillingwater & Ribchester, 2001; Gaudet et al, 2011). La rapidez con que se
presente la degeneracidon depende de las caracteristicas intrinsecas de los
axones, mismas que aun no han sido dilucidadas totalmente (Perry et al, 1990;
Glass et al, 1993). Posteriormente los restos de mielina de los nervios dafiados
son degradados por CS (evento dependiente de fosfolipasa A;) causando que la
vaina de mielina se retraiga y que se formen gotas de mielina (Stoll, 1989;
Gillingwater & Ribchester, 2001). Después, MQ provenientes del torrente
sanguineo son atraidos por las citocinas liberadas por las CS (factor de necrosis
tumoral a [NTF-a] e interleucina-1a [IL-1a]) y fagocitan los restos de la mielina
degradada para asi eliminarla por completo del sitio de la lesion (Tanaka et al,
1992). También arriban al sitio de la lesion linfocitos T y neutréfilos en las primeras
48 horas. Algunos MQ, ademas de fagocitar los restos de mielina, secretan IL-1a
la cual regula la sintesis del factor de crecimiento nervioso (NGF) por parte de las
CS (Lindholm et al, 1987).

El hecho de que los restos de mielina sean retirados con rapidez favorece la
formacion de un microambiente que sea capaz de estimular el crecimiento y
regeneracion axonal (Webber & Zochodne, 2010), ya que la mielina contiene
inhibidores del crecimiento neuronal tales como la glucoproteina asociada a la
mielina (MAG) (Qiu et al, 2000; Lundborg, 2004) la cual impide que los axones

puedan crecer adecuadamente.



Conforme la degradacion axonal continda en el segmento distal, la cantidad de
CS aumenta ya que estas comienzan a des-diferenciarse, se unen una con otra 'y
de esta manera forman las bandas de Bungner, mismas que funcionan como una
guia para que las fibras nerviosas del segmento proximal puedan unirse con el
sitio desnervado (Stoll et al, 1989; Stoll & Muller, 1999; Liu et al, 1995). Al
involucionar, las CS pasan de un estado mielinizante a otro estado mas inmaduro
no mielinizante que favorece el crecimiento axonal (Ide, 1996). Este cambio se
encuentra asociado con la disminucion de la sintesis de genes asociados con la
produccién de proteinas inhibidoras de la mielina (MAG) y con el aumento en la
sintesis de genes asociados con la regeneracion (neurotrofinas y moléculas de
adhesion) (Leblanc & Poduslo, 1990). Ademas, cuando las CS se encuentran en
este estado inmaduro, tienen una gran cantidad de matriz extracelular y son la
fuente principal de factores neurotréficos, tales como el factor de crecimiento
nervioso (NGF), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), el factor
neurotréfico ciliar (CNTF), el factor de crecimiento glial (GGF), moléculas de
adhesion (laminina, colagena tipo 1V, molécula de adhesién de células neurales
[N-CAM], factor inhibidor de leucemia (LIF), el factor de crecimiento transformante-
B (TGF-B), el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1) e
interleucinas (IL-1B3, IL-6 e IL-10) (Ard et al, 1987; Acheson et al, 1991; Heumann
et al, 1987; Nieke & Schachner, 1985; Kurek et al, 1996; Manthorpe et al, 1986;
Rutkowski et al, 1999; Fenrich & Gordon, 2004) que estimulan y guian la
regeneracion axonal (Gordon, 2009; Dubovy, 2011).

En cuanto a los cambios que se presentan en el soma neuronal (figura 4), estos
pueden depender de la edad del individuo, de la especie animal, de la proximidad
de la lesion, del tamafio de la célula y del tipo de la lesidon, aunque a veces estos
cambios no son tan marcados (Hall, 2005). En esta estructura comienza a
generarse una cromatolisis, la cual consiste en una dispersion e incremento de los
cuerpos de Nissl (reticulo endoplasmico rugoso y polirribosomas), que permite al

citoesqueleto reordenarse y acumular fibras intermedias en el citoplasma



desplazando al nucleo hacia la periferia (Gillingwater & Ribchester, 2001). La
desorganizacion de los ribosomas esta relacionada con el aumento de la sintesis
de proteinas, lo cual indica que la cromatolisis esta asociada con la respuesta
anabdlica que da inicio con la regeneracion axonal (Fu & Gordon, 1997). Estos
cambios modifican la sintesis de proteinas por parte del soma, ya que de estar en
un estado de mantenimiento, pasa a un estado de regeneracién (Lundborg, 2004).
La reaccion que pueda tener lugar en el soma neuronal esta determinada por la
proximidad de la lesidn, ya que entre mas cercana se encuentre esta del soma, la

neurona tiende a morir con mayor facilidad (Lunborg, 1987; Ygge, 1989) (figura 4).
1.3 Regeneracion en el NP
La regeneraciébn axonal es un proceso biolégico Unico, ya que durante este

proceso los axones no proliferan ni incrementan su numero, tal y como sucede en

otros tejidos. En lugar de esto, las neuronas buscan incrementar su volumen

plasmatico original y restablecer la morfologia de cada una de ellas (Lundborg,
2004).

Figura 4. Degeneracion y regeneracion de un
nervio periférico mielinizado. A) Fibra nerviosa
normal manteniendo contacto sindptico con su
organo blanco. B) Transeccion de la fibra nerviosa,
la cual provoca una fragmentacion axonal y de la
vaina de mielina distal al sitio de la lesion. Las CS'y
MQ empiezan a fagocitar los restos axonales y de
mielina. En el soma neuronal da inicio la
cromatolisis y hay una retracciéon dendritica. C)
Rebrotes axonales provenientes del segmento
proximal comienzan a crecer entre las CS que han
formado las bandas de Biingner. D) Reconexion
axonal con el érgano blanco y maduracion de la

o= @ fibra nerviosa y de las CS.

Semanas o Adaptado de Navarro et al, 2007
meses

Los rebrotes axonales comienzan a crecer en el segmento proximal y su objetivo

es atravesar la zona de la lesion para alcanzar al segmento distal. EI material



necesario para que se pueda llevar a cabo el crecimiento axonal durante la
regeneracion (actina y tubulina), es proporcionado por el soma neuronal y es
acarreado hasta el lugar donde se esta llevando a cabo la regeneracion a través
del transporte axonal (McQuarrie & Lasek, 1989). Este material es movilizado a lo
largo del axdn por unas moléculas transportadoras llamadas kinesinas, importinas
y vimentinas (Lundborg, 2004; Galbraith & Gallant, 2000).

Para que una fibra nerviosa pueda sobrevivir es necesario que mantenga
contacto con el soma neuronal (George et al, 1995). Un NP lesionado puede
repararse enddgenamente dadas sus caracteristicas regenerativas asociadas a la
activacion de las CS y a la liberacion de factores de crecimiento que permiten que
los axones establezcan los contactos originales (Hoke, 2006), aunque existen
limitaciones en cuanto a la recuperacion de su funcién que dependen del tipo de
lesion sufrida y de la clase de nervio lesionado (Bruns et al, 2007), ademas de que

la recuperacion obtenida puede ser suboptima (Hoke, 2006).

Existen otros factores que influyen de manera importante sobre la reparacion de
un nervio, la cual puede variar entre individuos en los que incluso las condiciones
de la lesién y la técnica quirdrgica utilizada han sido idénticas. Por ejemplo, es
bien sabido que la reparacién de un nervio en individuos jévenes tiene una mejor
recuperacion de la funcion en comparacion con los adultos (Lundborg & Rosén,
2001). El tiempo en que tarde en ser reparado el nervio dafiado es otro factor
importante que puede afectar la regeneracion nerviosa, ya que entre mas rapido
se realice disminuye considerablemente la posibilidad de que la célula nerviosa
muera (Ma et al, 2003). Si se llega a retrasar demasiado la reparacion de los dos
segmentos estos comienzan a retraerse, el segmento distal comienza a sufrir una
fibrosis (cicatrizacion), se presenta una degeneracion progresiva del mismo y las
CS mueren (Lundborg, 1987; Lundborg, 2004).



Si después de la lesién los segmentos del nervio seccionado quedan cerca uno
del otro, la reparacion axonal y la recuperacion funcional podria ser méas rapida.
Por el contrario, si el segmento proximal queda alejado del distal la reparacién se
retrasaria, las prolongaciones de los axones regenerados podrian extenderse
aleatoriamente y no alcanzarian sus terminaciones distales originales

apropiadamente (Bruns et al, 2007; Lundborg, 2004).

La regeneracion axonal puede fallar debido a la colagenizacion de los tubos
endoneurales y a la fragmentacion de la lamina basal de las CS, esto aunado a
que los musculos desnervados pueden tener menor afinidad hacia los axones
motores que les llegan debido a la pérdida de fibras musculares, disminucion de

células satélite y fibrosis muscular (Bain et al, 2001).

Cuando la lesién se vuelve cronica las CS mueren, la lamina basal se pierde y
las bandas de Bungner y los tdbulos de Schwann desaparecen (Vuorinen et al,

1995), evitando que la regeneracion se pueda llevar a cabo.

1.4 Alternativas de reparacion

La pérdida de la orientacion de los rebrotes axonales en el sitio de la lesién y la
reinervacion incorrecta, son los principales problemas a resolver en la
regeneracion axonal (Lundborg, 1987; Lundborg, 2004). En experimentos
realizados en roedores (Wall et al, 1979b; Seltzer et al, 1989; Lee et al, 2000;
Hamilton et al, 2011), se ha observado que estas complicaciones pueden
ocasionar que fibras sensitivas se unan a fibras eferentes o que fibras eferentes
regeneradas no inerven la placa motora adecuada, aumentando la probabilidad de
gue se generen sefales aberrantes (Lundborg, 2004) y en el peor de los casos
generar neuromas, DN y automutilacién (Hoke, 2006; Jubran & Widenfalk, 2003).



Por otro lado, cuando no existe una guia (tal y como sucede en el mufién distal
al sitio de la lesién) los axones que estan creciendo lo hacen de manera errénea y
forman un neuroma, el cual estda compuesto de rebrotes axonales inmaduros y
tejido conectivo (Fried et al, 1991). Cuando algunos axones llegan a reinervar un
organo que no les corresponde estos se atrofian y degeneran (Navarro et al,
2007).

1.4.1 Neurorrafia epineural

El procedimiento mas comun para intentar reparar un nervio periférico es a
través de la utilizacion de suturas o neurorrafia epineural (figura 5) (Saijilafu et al,
2008; Trumble & McCallister, 2000). Esta técnica es relativamente atraumatica,
facil de realizar (Lundborg, 1987) y proporciona una buena regeneracion axonal
(Menovsky & Beek, 2001) pero tiene la desventaja de que, si el nervio es de
calibre pequefio, se dificulta su manejo y algunas veces la sutura puede generar
inflamacion de la zona reparada por la tension generada por la misma sutura, con
lo que se podria complicar la regeneracion axonal (Martins et al, 2005). Con la
neurorrafia no se asegura que la alineacion de las fibras nerviosas sea totalmente
adecuada (Edshage, 1964), ademas de que el edema y la inflamacion posteriores
a la cirugia pueden provocar que las suturas (si estdn muy apretadas) estrangulen
al nervio (Lundborg, 2004). Incluso se ha observado que después de una
reparacion inmediata de la lesion hay entre un 20% y un 50% de neuronas
muertas en el ganglio de la raiz dorsal (Liss et al, 1996; Hall, 2005). A pesar de
esto, si la reparacion se realiza dentro de las primeras 24 horas posteriores a la
lesion la muerte de neuronas sensitivas disminuye considerablemente (Lundborg,
2004), pero si la distancia entre ambos segmentos es muy grande (>5 mm) este
método de reparacion presenta resultados muy limitados en cuanto a la

regeneracion y recuperacion funcional (Belkas et al, 2004).
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Figura 5. Reparacion de un nervio periférico mediante el uso de suturas epineurales.
Adaptado de Waldram, 2003

1.4.2 Fibrin glue o Tissucol®

El propésito de todas las técnicas de reparacion es restaurar la continuidad del
nervio, limitar la fibrosis y la inflamacién al asegurar un rapido afrontamiento de los
segmentos del nervio (Bozorg et al, 2005), y para ello se ha utilizado la aplicacién
de matrices absorbibles como el cianocrilato (Landergen et al, 2007), metacrilato
(Woerly et al, 2001) y chitosan (Hsu et al, 2007), con el fin de formar puentes entre
los segmentos del nervio y favorecer el crecimiento axonal entre ellos. Sin
embargo no se ha comprobado la funcionalidad nerviosa del nervio reparado
(Bruns et al, 2006; Bozorg et al, 2005; Bruns et al, 2007; Petter et al, 2007; Tsai et
al, 2006) y algunas de estas matrices son toxicas (Junior et al, 2004), pueden
provocar necrosis del tejido (Jackson, 2001) y son inductoras de cancer (Layden et
al, 2007). Es por ello que se recurre a la utilizacién del pegamento “fibrin glue” o
Tissucol® (Baxter, Austria), el cual es una matriz biocompatible que esta
constituida por dos componentes parecidos a la matriz extracelular mas factores
de la coagulacién. Es un compuesto que no es citotoxico, es completamente
reabsorbible y estimula las Ultimas etapas de la cascada de la coagulacion, dando
origen a la formacion de un coagulo de fibrina muy similar al que se forma

naturalmente.
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El mecanismo de accién de Tissucol® corresponde a la Gltima fase de la
coagulacion sanguinea (figura 6). La molécula de fibrinbgeno humano es una
glicoproteina compuesta por tres pares de cadenas polipeptidicas (Aa, Bb, g). El
fibrindgeno, bajo la accidén de la trombina, se transforma en fibrina (a, b, g) con
liberaciobn de dos moléculas de fibrinopéptido A y B. Los mondmeros de fibrina
formados se polimerizan en dimeros y posteriormente se unen entre si mediante
enlaces covalentes por accion del factor Xlll, previamente activado por la trombina
y en presencia de iones de calcio. La fibrina producida se adhiere a los tejidos
expuestos posterior a la lesion tisular, con una afinidad especial hacia las fibras de
colagena. La malla de fibrina formada sirve de soporte para la proliferacion de
fibroblastos y capilares que se forman en el proceso de cicatrizacion, y dicho
proceso depende de varios factores entre los cuales la trombina, fibrina y el factor
XIlI estimulan la proliferacion de fibroblastos (Le Guéhennec et al, 2004). La
siguiente etapa del proceso de curaciébn de heridas es la degradacion por
proteolisis y fagocitosis de la malla de fibrina. La fibrinolisis, entre otras cosas,
depende de la presencia de los activadores tisulares del plasminégeno, cuya
concentracion puede variar de un tejido a otro. Asi, la etapa final es la sustitucion
de la malla de fibrina por tejido conjuntivo y la posterior formacién de un tejido de
cicatrizacion. En el proceso de curacion de la herida, se absorbe completamente el
adhesivo de fibrina solidificado. La lisis prematura de la malla de fibrina es
prevenida por la adicién de un inhibidor de la fibrinolisis: la aprotinina.

Fibrindgeno Trombina__ Fibrina Factor XIIT_ Fibrina
monomérica estable
CaClz

Figura 6. Esquema del proceso de formacién de la malla de fibrina del Tissucol®.

El Tissucol® puede ser mezclado con otras sustancias sin provocar alteraciones
en cuanto a su composicion (Thompson & Davis, 1997), y ha sido utilizado en
modelos de lesiobn en médula espinal en donde favorece el crecimiento axonal y la
remielinizacion (Caballero et al, 2007) y en modelos de lesion por transeccion de

nervio ciatico para evaluar diversos tratamientos que induzcan la reparacion del
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mismo (Jubran & Widenfalk, 2003; Martins et al, 2005; Lucchesi et al, 2007;
Nichols et al, 2004; Kotulska et al, 2006; Menovsky & Beek, 2001; Suri et al, 2002;
Petter et al, 2007).

1.4.3 Precursores neurales

Una alternativa en los procesos de reparacion axonal es el uso de los
precursores neurales multipotenciales (PN), que son un subtipo de células
progenitoras (inmaduras) del sistema nervioso que pueden dar origen a neuronas,
asi como a los diversos tipos de células gliales presentes en el sistema nervioso
(Temple, 2001), y pueden mantener la capacidad de proliferar, migrar e integrarse
al tejido neural (Widera et al, 2006). Estos PN pueden ser encontrados en
diferentes zonas del cerebro adulto, tales como la zona subventricular y la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo (Alvarez et al, 2002). Por otro lado, la
mucosa olfatoria también representa una fuente importante de PN (Murrel et al,
2008), los cuales pueden migrar y proliferar hacia el sistema nervioso para reparar
células dafiadas, debido a su capacidad de poder diferenciarse en neuronas o
células gliales (Aarum et al, 2003).

Los PN poseen varias diferencias en cuanto a su genotipo y fenotipo, las cuales
dependen en gran medida de la etapa de desarrollo del individuo y de su
localizacion dentro del cerebro (Alvarez et al, 2001). Estas células son capaces de
modificar su expresion génica en respuesta a ciertas condiciones ambientales
(Carrillo, 2006).

La variedad de células que los PN pueden producir depende de factores
intrinsecos (programacion genética) y extrinsecos (factores ambientales) (Fisher,
1997). En el caso de los PN, las neuronas y las células gliales proveen sefiales

neurotroficas para que puedan sobrevivir y diferenciarse (Gomes et al, 1999).
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Los PN in vitro forman complejos multicelulares flotantes denominados
“neuroesferas” (Temple, 2001), y son capaces de responder en un inicio al factor
de crecimiento fibroblastico basico-2 (FGFb-2), y este a su vez induce que
respondan al factor de crecimiento epidermal (EGF). Ambos factores de
crecimiento estimulan la divisién celular tanto de precursores neurales de origen
embrionario como de adulto (Ciccolini & Svendsen, 1998). Por ello, las sefiales
que reciben los PN son vitales para poderlos mantener, ya sea en estado
indiferenciado o para dirigir su diferenciacion. Por lo tanto, la presencia de factores
de crecimiento, la concentracidén en la que se encuentren y su sinergia es la que

establecera cual sera la respuesta por parte de los PN (Carrillo, 2006).

1.4.3.1 Glia envolvente o aldainoglia

Recientemente se ha encontrado otra posible alternativa para la reparacion de
nervios periféricos lesionados: los precursores neurales diferenciados al fenotipo
aldainoglia (PNA) (Rojas et al 2008; Doncel et al, 2009). La aldainoglia (del griego
aAdaivw [aldaino], hacer crecer), es una glia envolvente que esta implicada en la
regeneracion axonal que ocurre espontdneamente en el adulto, como por ejemplo,
en la renovacidon continua de las neuronas olfatorias y de los receptores
sensoriales (Carrillo, 2006). Esta glia envolvente expresa varios marcadores
inmunoldgicos, tales como la nestina (Nest) y la proteina S-100 (S-100) (Doncel et
al, 2009; Gudifio & Nieto, 2000, Heizmann, 1999), y posee la ventaja de que no
expresa los antigenos de transplante del complejo mayor de histocompatibilidad
clases | y 1l (Doncel et al, 2009; Nieto & Doncel, 2011), por lo que el riesgo de

rechazos por parte del receptor del transplante es minimo.

Los PNA son capaces de favorecer el crecimiento neuritico y la remielinizacion
ya que tienen la caracteristica de ser una macroglia similar a las CS, con
capacidad de promover la supervivencia neuronal y el crecimiento neuritico en el

SNC (Gudifio & Nieto, 2000). Este efecto ha sido directamente relacionado con la
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produccion de varios factores de crecimiento tales como NGF, BDNF, GDNF y
CNTF (Lipson et al, 2003). Doncel y colaboradores (2009) diferenciaron PN
provenientes de embrion de rata de 14 dias a aldainoglia parecida a glia de
Schwann y probaron in vitro su interacciébn con neuronas del ganglio de la raiz
dorsal. Por lo tanto es necesario hacer estudios donde se pruebe la funcion in vivo
de los PNA, ya que dadas sus caracteristicas es probable que estas células
puedan tener un efecto positivo sobre la promocion de la regeneracion axonal y la

recuperacion de la funcibn motora y sensitiva de nervios periféricos.

1.4.4 Otras alternativas

Otros procedimientos utilizados para propiciar la regeneracion axonal son la
utilizacién de injertos nerviosos autélogos (Maeda et al, 1999), tubos de silicon
(Lundborg, 1982) o de colagena (Krarup, 2002). En estos trabajos la regeneracion
axonal ha sido poco satisfactoria, ya que la tension provocada por las suturas
entre los segmentos del nervio reparado, la separaciéon tan amplia entre los
mismos o la compresion generada por parte de los tubos utilizados para reparar el
nervio, evitan que se lleve a cabo este proceso regenerativo de manera adecuada.
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2. Justificacion

Desafortunadamente, a pesar de muchos afios de investigacion en la
regeneracion de los nervios periféricos, no se han presentado avances
terapéuticos significativos en esta area de investigacion (Hoke, 2006) o los que se
han ido generando tienen limitaciones o presentan resultados parciales (Pabari et
al, 2011; Daly et al, 2012), por lo que los principales problemas que siguen siendo
la formacion de neuromas, la regeneracion aberrante, la produccion de alodinia y
la pobre recuperacién motriz por parte de los musculos afectados no han podido
ser resueltos por completo.

Los métodos de reparacion de lesiones en el nervio periférico combinados con el
transplante de glia envolvente, podrian facilitar los procesos regenerativos al
aportar una fuente de factores neurotréficos para los axones dafiados, ayudarlos a
atravesar la zona de la lesién y contribuir con la remielinizacion (Dombrowski et al,
2006; Radtke et al, 2009), por lo que en este trabajo se estudio su efecto sobre la
regeneracion axonal del nervio ciatico transectado de rata adulta incorporados en
la matriz biocompatible Tissucol®.
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3. Hipotesis

La utilizacién de los PNA, en conjunto con la aplicacién de Tissucol® mejoraran

la sensibilidad, funcion motora y la morfologia del nervio ciatico de ratas adultas

después de ser transectado.

4. Objetivo general

Determinar el efecto de los PNA incorporados al Tissucol® sobre la regeneracion

nerviosa, funcion motora y la sensibilidad en el nervio cidtico después de ser

transectado.

4.1 Objetivos especificos

Realizar una transeccién en el nervio ciatico derecho de rata adulta y aplicar
los diferentes tratamientos: Tissucol®, Tissucol®y PNA y sin tratamiento.

Determinar el umbral de sensibilidad (tiempo y fuerza) de las ratas de los
diferentes grupos con el estimulador de contacto del aestesiometro para
poder determinar si existen diferencias en los registros tomados antes y

después de la lesion.

Valorar los cambios sufridos en el nervio ciatico de las ratas de todos los
grupos por medio de microscopia 6ptica, electronica e inmunofluorescencia,

tanto en ratas a las que se les aplicé el tratamiento como a las que no.

Determinar el grado de recuperacion de la funcibn motora de las ratas de
todos los grupos a partir del uso de la escala Basso, Beattie y Bresnahan
(BBB), después de cuatro meses de haber realizado la lesion al nervio

ciatico y su tratamiento.
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5. Material y métodos

El estudio fue aprobado por el Subcomité de Investigacion de Posgrado,
Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (SICUAE), de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana NOM — 062 — ZOO — 1999.

5.1 Disefio experimental y animales

El disefio que se utilizO en este estudio fue el denominado Completamente
Aleatorizado (DCA) con mediciones repetidas y las unidades experimentales
fueron ratas hembras adultas de la estirpe Wistar (Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias, México, D.F.) de aproximadamente 250 gr (Ducoing,
2009).

Debido a las restricciones de espacio, animales y a lo agresivo de la lesién, solo
se autorizo el uso de 18 animales, los cuales fueron distribuidos aleatoriamente
para formar tres grupos. Los tratamientos aplicados fueron: Grupo TISSUCOL.:
transeccion y aplicacion de Tissucol® para reparar la lesién (n = 6), Grupo
TRANSPLANTE: transeccién y aplicacion de Tissucol® méas glia envolvente
(fenotipo aldainoglia) para reparar la lesion (n = 6), y Grupo TESTIGO: Unicamente
transeccion (n = 6). Los animales fueron mantenidos en cajas de acrilico en donde
el agua y el alimento se proporcionaron ad libitum. Se colocaron tres animales por
caja pero después de la cirugia se coloc6é una sola rata por caja hasta que la
herida sanara por completo. Se usé un ciclo luz-oscuridad de 12:12 horas y la

temperatura promedio del cuarto fue de 23 °C.
Para este experimento se utilizé una estructura factorial 3X2 (tabla 1), siendo el

primer factor el método de reparacion quirdrgica del nervio transectado y el

segundo factor el lado donde se realiz6 la lesion.
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Tabla 1. Estructura factorial del experimento.

Grupos y método de reparacion

Lateralidad TISSUCOL TRANSPLANTE TESTIGO
MPD + + +
MPI - - -

+=transeccion y reparacién. +*=transeccion sin reparacion. -=sin lesion
5.2 Preparacion del Tissucol®

El Tissucol estd compuesto por un concentrado protéico adhesivo liofilizado,
para disolverse en una solucién de aprotinina y trombina liofilizada para

reconstituirse con una solucién de cloruro de calcio (Atrah, 1994) (tabla 2).

Tabla 2. Composicién del Tissucol®.

a) Proteina coagulable 75-1155 mg
1) Fibrinégeno 70-110 mg
2) Plasmafibronectina 2-9mg
b)  Factor XIlI 10-50 U.I.*
c) Plasmindégeno 40-120 mg
Solucién de aprotinina 3,000 U.I.K/ml 2

Trombina 4 U/ml

1 ml de la solucién reconstituida

contiene 4uU.l.°
Trombina 500 U/ml

1 ml de la solucién reconstituida

contiene 500 U.I. °
Solucion de cloruro de calcio 40 mmol/l

"Una unidad corresponde a la cantidad de Factor XlIl contenida en 1 ml de plasma normal fresco.
23,000 unidades de inactivador de kalidinogenasa (U.I.K.).

®Una unidad internacional (U.1.) de trombina esta definida como la actividad contenida en 0.0853 mg
del primer estandar internacional de trombina humana.

El Tissucol® (polvo liofilizado; figura 7) se reconstituyé con la solucién de
aprotinina para obtener el primer componente, y la trombina liofilizada se
reconstituyd con la solucion de cloruro de calcio para obtener el segundo

componente (figura 8). Ya reconstituido, cada componente del Tissucol® fue
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colocado en viales, agregando 5 ul de cada uno de ellos para después ser
congelado a -70 °C hasta el momento de su utilizacion.

TISSUCOL e
imL

Figura 7. Presentacion comercial del Tissucol®.
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Figura 8. Método de preparacion del Tissucol®.

5.3 Glia envolvente (fenotipo aldainoglia)

Los PNA que se utilizaron fueron cultivados en colaboracion con el Laboratorio
de Desarrollo y Regeneracion del Sistema Nervioso, perteneciente al
Departamento de Biologia Celular y Molecular del Centro Universitario de Ciencias
Biologicas y Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara, para lo

cual se siguieron los siguientes pasos.
5.3.1 Medio basal de cultivo celular
Se utilizé una mezcla de DMEM (Sigma cat: D5648) y DMEM/F12 (Sigma cat:

D8900) en proporcién 1:1, suplementado con glucosa (3 gr/L), glutamina (2 mM),
penicilina (100U/ml)/estreptomicina (0.1 mg/ml) (Sigma cat: P4333) y gentamicina

20



(40 pg/ml). Este medio se utilizé como base para preparar los medios de cultivo
utilizados, tanto los suplementados con suero como el medio definido B27.

e Medio suplementado con suero. EI medio DMEM/DMEM-F12 se
suplementé con Suero Fetal Bovino (Sigma cat: F2442) al 10% (DF-
10S).

e Medio definido B27. Al medio basal de cultivo celular se le agrego
suplemento B27 (Gibco cat: 17504-044) en dilucién 1:100 (DefB27).

5.3.2 Medio condicionado de cultivo de glia envolvente

Para el cultivo de glia envolvente se utilizaron ratas machos de entre ocho y 10
semanas de edad, a los que se les extrajeron los bulbos olfatorios bajo
condiciones de esterilidad. Los bulbos se colocaron en una caja de Petri con
solucion de Hanks con Ca™ y Mg™ (Sigma cat: H6136), se les retiraron las
meninges y posteriormente se separd y elimind la sustancia blanca. La capa de
fibras nerviosas y glomerular disecada se paso a otra caja de Petri con solucién de
Hanks sin Ca™ y Mg"™, y después se coloco en un tubo de 50 ml y se incub6
durante 20 minutos a 37 °C en una solucion de 2.5 mg/ml de tripsina en solucién
de Hanks sin Ca™ y Mg*", para después disociar con una pipeta Pasteur. Luego
se resuspendié en DF-10S y se realizaron dos lavados y una centrifugacion a
1200 rpm durante 7 minutos, y después las células se filtraron en una malla estéril
de 45 pm para retener al tejido no disociado y se sembraron en DF-10S en frascos
de cultivo de plastico de 25 o 75 cm? (Nalgene) a una densidad aproximada de 2 a
5 X10% células/cm?. Los frascos fueron tratados previamente con una solucién de
10 pg/ml de PLL (Sigma cat: P6282) durante 30 minutos a temperatura ambiente,
y la solucion de PLL se hizo en buffer borato sodico 15 mM pH=8.4. Por ultimo los
frascos se lavaron tres veces con agua bidestilada y se dejaron secar antes de ser

utilizados.
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Para descartar células diferentes a la glia envolvente en el cultivo se realizé un
preplaqueo, el cual consiste en poner a las células del cultivo primario
directamente en un frasco de cultivo sin PLL, mantenerlas en una incubadora
durante 5 minutos y después se vaciaron en otro frasco tratado con PLL y en el

frasco donde se realizo el preplagueo se afiadié DF-10S.

5.3.3 PNA

1. Se utilizaron ratas hembras en estadio de gestacién de 14 dias.

2. Las ratas se sacrificaron dentro de una cdmara de CO, y para obtener los
embriones se realiz6 una cesarea.

3. Los embriones fueron extraidos bajo condiciones de esterilidad, haciendo
una incision en las paredes uterinas en la porcién dorsal de los discos
placentarios y se rompid el saco vitelino para su expulsion. Los embriones
se mantuvieron en solucién de Hanks (HBSS) con Ca™ y Mg*" fria sobre
una caja de Petri de 96 mm. Los embriones se decapitaron y las cabezas
se colocaron en otra caja de Petri en HBSS con Ca™ y Mg*™.

4. EIl ectodermo del crdneo se separ6 con tijeras y pinzas finas y los huesos
del craneo se cortaron para exponer los hemisferios cerebrales. Se hizo un
corte en la unién de los hemisferios cerebrales y se retiraron las meninges.

5. En la parte interior de cada hemisferio se localiza el cuerpo estriado, que es
una estructura lobulada en forma de “corazén” que presenta varios puntos
de irrigacion. Estas estructuras se cortaron y se retiraron los restos de tejido
conectivo, conservando los cuerpos estriados en un ml de HBSS sin Ca*™ ni
Mg en un tubo de centrifuga de 15 ml y se pusieron a incubar en bafio
Maria a 37 °C durante 30 minutos.

6. Posteriormente, se disgregaron mecanicamente con una pipeta de un ml
(p1000) de 20 a 30 veces y se centrifugaron a 1200 rpm por 5 minutos. El
precipitado celular se diluyé en 500 ul de medio DefB27 y se disgregaron

nuevamente con una p1000. Esta suspension celular se diluyé en 16 ml de

22



medio DefB27 mas los factores de crecimiento EGF y FGF a una
concentracion de 20 ng/ml y se sembraron (cuatro a seis cuerpos estriados
por caja) en cuatro frascos de plastico de 25 cm?®sin Poli-L-Lisina (PLL) y se
mantuvieron durante 96 horas en incubacion a 37 °C en una atmosfera con
un 5% de CO,. Después de 96 horas se expandieron las neuroesferas
primarias (primer pase).

Las neuroesferas se colocaron en un tubo FALCON de 50 ml por
decantacion desde la placa de plastico. La suspension celular se centrifugo
a 1200 rpm durante cinco minutos. El medio sobrenadante se decantd en
otro tubo, se afiadi6 un ml de medio condicionado de glia envolvente y
medio DefB27 (1:1) para diferenciar los PNA, y el precipitado celular se
disgregdé mecanicamente con una p1000 20 veces sin hacer burbujas hasta
disgregar las esferas mas grandes. La suspension celular se diluy6 en el
doble del volumen que se utilizé inicialmente (de cada frasco se obtienen
dos frascos méas) y se sembraron en ocho frascos de plastico de 25 cm®. A
los primeros frascos también se les afiadi0 medio condicionado de
aldainoglia y medio DefB27 (1:1) y se mantuvieron en incubacion a 37 °C
en una atmésfera con 5% de CO, durante 96 horas.

Pasado este tiempo, las neuroesferas secundarias se recogieron en un tubo
de 50 ml mediante decantacion, se disgregaron suavemente con una p1000
en medio DMEM/DF12 sin suero y fueron pasadas por una malla de 20 um
y se realizé un recuento celular.

Las células se incubaron a 37 °C en una atmésfera con 5% de CO; por 48
horas y posteriormente fueron congeladas y mantenidas en este estado con

medio de congelacion a -70 °C hasta su utilizacion.
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5.3.4 Criopreservacion de células

Los PNA se resuspendieron en medio DF-10S con 10% de dimetilsulfoxido
(DMSO; Sigma) y 0.1% de metilcelulosa (Sigma), a una concentracién de 1x10°

células por mililitro, que se congelaron a —80 °C hasta que fueron utilizadas.
5.3.5 Descongelacion de las células

Las células contenidas en el criotubo se descongelaron en bafio Maria a 37 °C
durante dos minutos y luego se afiadio un ml de DF-10S y se centrifugaron a 1200
rpm durante 10 minutos. Luego se saco el criotubo de la centrifuga y se eliminoé el
sobrenadante con una pipeta de un ml, para posteriormente resuspender el pellet
de células con un ml de DF-10S. El criotubo con células se volvio a centrifugar a
1200 rpm durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante y se volvié a resuspender

el pellet de células con 50 yl de medio DMEM suplementado.
5.4 Procedimiento quirargico

Las cirugias fueron realizadas utilizando un microscopio estereoscopico para
microcirugia (Carl Zeiss OPMI 19-FC, West Germany). Todos los animales de
cada grupo fueron anestesiados con una combinacién de ketamina-xilacina
(Anesket y Procin, Laboratorios PISA, Guadalajara, Jalisco) via intraperitoneal a
una dosis de 87 mg/kg y 13 mg/kg respectivamente (Plumb, 2002). Una vez
anestesiada, cada rata fue colocada en decubito lateral izquierdo y la pierna
derecha se elevo ligeramente e inmovilizo, rasuré y embrocd con una solucién de
iodo al 2%. Luego se hizo una incision vertical sobre la piel de la superficie lateral
externa de la pierna derecha de aproximadamente tres centimetros, teniendo
como referencia al fémur, y se incidio la fascia latae para identificar a los masculos
gluteus maximus y biceps femoris (figura 9) para asi poder separarlos y exponer al

nervio ciatico (Chace, 1963; Lee et al, 2000; Fossum, 2007). Una vez expuesto, al
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nervio se le colocaron cuatro puntos de sutura laterales sobre el epineuro con
nylon 9-0 (Jubran & Widenfalk, 2007), los cuales sirvieron como “puente” para
posteriormente hacer la transeccion con tijeras para microcirugia justo por debajo
de los puntos de sutura, misma que se realizdé aproximadamente 1 cm proximal a
la trifurcacion del nervio ciatico (figura 10) (Lee et al, 2000). Posteriormente, y sin
dejar espacio alguno entre ellos, los mufiones resultantes se afrontaron con las
mismas suturas utilizadas para llevar a cabo la transeccion y asi facilitar la

reparacion del nervio.

En todos los animales las fascias musculares se suturaron con vycryl 5-0 y la
piel con nylon 5-0, y a las 18 ratas se les hizo exactamente el mismo

procedimiento de exposicion y transeccion del nervio ciatico

Nervio ciatico
= M. adductor brevis
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Figura 9. Sitio de la incision (flecha Figura 10. Localizacion del
y linea punteada) y posicion del nervio ciatico y lugar de la
masculo biceps femoris (bf) y transeccion (linea punteada y
gluteus maximus (gx). flecha).

Después de la cirugia a todos los animales se les administr6 2.5 mg/kg de
flunixin de meglumina como analgésico cada 24 horas por cinco dias (Plumb,
2002) y se observo la posible presencia de disnea, coloracion de mucosas,
frecuencia respiratoria y frecuencia cardiaca. Asimismo, en la herida quirdrgica se
evalu6 la presencia de sangrado, hematoma o infeccion durante 15 dias

posteriores a la cirugia.
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5.5 Morfologia

La morfologia se evalu6 de manera macro y microscépica. La evaluacion
microscopica se basd en la observacion y de la deteccion de diferentes tipos
celulares, de la mielinizacion axonal, de la orientacion de las fibras de colagenay
de la formacién de cicatriz, y para ello se utilizaron técnicas de microscopia optica,

electronica de transmision (MET) e inmunofluorescencia (IF).

5.5.1 Evaluacién macroscopica

Macroscopicamente se reviso la cantidad de adherencias formadas por el nervio
hacia los tejidos aledafios y estado general de la anastomosis nerviosa
(Castellanos, 2008).

En el caso de presencia de adherencias, su evaluacion se realizd de acuerdo
con la escala subjetiva descrita por Olmos y colaboradores (2001), la cual se basa
en la severidad de éstas y tiene una graduacién de cero a cuatro: 0 = sin
adherencias, 1 = adherencias minimas facilmente despegables, 2 = adherencia
completa de facil despegamiento, 3 = adherencia completa de dificil

despegamiento.

5.5.2 Microscopia Optica

Para obtener los nervios ciaticos derecho (con tratamiento) e izquierdo (sin
tratamiento), los animales fueron sacrificados inyectandoles 150 mg/kg de
pentobarbital sodico via intraperitoneal.

Una vez montadas y tefiidas las laminillas, se analizé la totalidad del nervio y se

observé el grado de inflamacion y presencia de fibrosis. A cada parametro

evaluado se le asigné una escala semicuantitativa en la cual le fue asignado un
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porcentaje de acuerdo con la intensidad de los cambios histopatolégicos
presentes: 0-10 % ausente, 11-25% leve, 26-50% moderado y del 51-100% severo
(Castellanos, 2008).

La organizacién de las fibras de coldgena se realizO mediante una escala
subjetiva descrita por el Dr. Miguel Gaxiola (INER, comunicacién personal), la cual
se basa en la disposicion que toman las fibras de colagena: 1 = fibras de colagena
sin direccion definida, 2 = alineamiento de las fibras de colagena con forma de
espina de pescado y con tendencia a ser paralelas al plano del borde de la lesion,
3 = alineamiento paralelo al plano del borde de la lesién y 4 = proliferacion
excesiva de las fibras de colagena con alineamiento paralelo al plano del borde de

la lesion.

Las técnicas histolégicas que se utilizaron para tefiir los cortes de nervio y asi
poder observarlos al microscopio fueron realizadas en colaboracién con el
Laboratorio de Técnicas Histoldgicas, perteneciente al Departamento de Biologia
Celular y Tisular de la Facultad de Medicina de la UNAM, mismas que se

describen a continuacién (Prophet et al, 1995; Carson, 1997).

5.5.2.1 Tricrébmica de Masson

La tincién tricrbmica de Masson, al igual que otros colorantes tricromicos, es una
tincion especial que permite visualizar claramente las fibras de colagena y
diferenciarlas de las fibras musculares. Para ello, se emplean tres colorantes para
diferenciar el nucleo celular, el citoplasma y las fibras de colagena. La preparacion

de la muestra se realizé de acuerdo con los siguientes pasos:
1. Eltejido se fij6 en formalina neutra al 10% estabilizada.

2. Se incluyé en parafina fundida.

3. Se hicieron cortes del cubo de parafina de seis micrones.
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4. Se desparafiné e hidraté hasta llegar a agua destilada y el corte se tratd en
solucion de Bouin por toda una noche a temperatura ambiente.

5. Se lavo con agua corriente hasta que las secciones se aclararon. Luego se
enjuago con agua destilada.

6. Se tifid con solucién de hematoxilina de hierro de Weigert (colorante
aniénico) durante 10 minutos, la cual sirvi6 como mordente.

7. Se lavé en alcohol acido para diferenciar de la tincion nuclear.

8. Se lavo con agua corriente durante 10 minutos y se enjuagé con agua
destilada.

9. Se tifid con solucién de fuscina é&cida-escarlata de Biebrich (colorante
anionico) durante 15 minutos y se enjuagé con agua destilada.

10. Se diferencio con solucion de acido fosfotingstico-fosfomolibdico (colorante
anionico) durante 10 minutos. Esto sirvid para sacar el exceso de colorante
e hizo que la fuscina &cida-escarlata de Biebrich difundiera hacia el
colageno para que funcionara como mordente del azul de anilina.

11. Se contrast6 con la solucién de azul de anilina (colorante catiénico) durante
10 minutos y se enjuagé con agua destilada.

12. Se diferencié con solucion de &cido acético por cinco minutos.

13. Se deshidraté y aclaré a través de alcohol etilico al 95%, alcohol etilico
absoluto y xileno, dos cambios cada uno, dos minutos cada uno.

14. Se montd con resina sintética.

Como resultado de esta tincion, lo que se puede observar es:
» Nducleos: negro.
» Musculo, citoplasma, queratina: rojo.

» Colageno: azul o verde.
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5.5.2.2 Tincién de Hematoxilina y Eosina (H-E)

Es la técnica mas utilizada como herramienta de diagnostico, y es capaz de tefir
todas las estructuras tisulares. La hematoxilina es un colorante alcalino que se une
a estructuras de naturaleza acida y las tifie de color azul, mientras que la eosina
(colorante acidico) se une y tifie estructuras alcalinas o cargadas negativamente
(proteinas) de color rosa. La preparacion de la muestra se realizé de acuerdo con

los siguientes pasos:

El tejido se fij6 en formalina neutra al 10% estabilizada.

Se incluy6 en parafina fundida.

Se hicieron cortes del cubo de parafina de seis micrones.

Se desparafiné e hidratd hasta llegar al agua destilada.

Se tifid en la solucion de hematoxilina de Harris por 15 minutos.
Se lavé en agua corriente por cinco minutos.

Se diferenci6 en alcohol acido al 1%, dos lavados.

Se lavo en agua corriente por 10 minutos.

© 0 N o g b~ wWwDdhPRE

Se coloco la laminilla en una solucién saturada de carbonato de litio hasta
gue se tornaron hacia un color azul brillante.

10. Se coloco en etanol al 80% por dos minutos.

11.Se contrast6 en solucién de eosina — floxina por dos minutos.

12.Se mont6 con resina sintética.

Como resultado de esta tincion, lo que se puede observar es:
» Ndcleos: azul.
» Citoplasma: de rosado a rojo.
» La mayoria de los tejidos: de rosado a rojo.
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5.5.3 MET

La MET es una técnica en donde se hace pasar un rayo de electrones a través
de un corte ultradelgado de una muestra. Una parte de los electrones rebotan o
son absorbidos por el objeto y otros lo atraviesan formando una imagen
aumentada de la muestra, la cual es reflejada en una pantalla fluorescente o
capturada en una pelicula fotografica (Cross & Mercer, 1993; Bozzola & Russell,
1999).

Para obtener las muestras de nervio y poder procesarlas para MET, las ratas
fueron anestesiadas con una combinacion de ketamina-xilacina (Anesket y Procin,
Laboratorios PISA, Guadalajara, Jalisco) via intraperitoneal a una dosis de 87
mg/kg y 13 mg/kg respectivamente (Plumb, 2002). Una vez anestesiada, se hizo
un corte sobre la piel de la cavidad abdominal que se extendié lateralmente por
ambos lados, cortando las costillas hasta llegar a la cavidad toracica, se localizé el
corazén y se abrié el pericardio para exponer al 6rgano. Después se realizé un
corte sobre el 4pice y se introdujo una cénula por el ventriculo izquierdo hasta la
aorta, se fijo y se administraron 250 ml de solucion salina fisiolégica al 0.09% para
eliminar toda la sangre del cuerpo de la rata. Hecho esto, se administraron 250 ml
de glutaraldehido al 2.5% 0.1 M en buffer de cacodilatos (pH= 7.4) para la fijacion
de los tejidos. Una vez fijados, se disecaron los nervios ciaticos derecho e
izquierdo y se mantuvieron durante 2 horas en una solucion con glutaraldehido al
2.5% en buffer de cacodilatos 0.1 M (pH=7.4). Posteriormente las muestras se
lavaron 3 veces en buffer de cacodilatos 0.1 M (pH=7.4) a 4 °C (12 horas por
cada lavado) y luego se hicieron cortes transversales del area de estudio de 2 a 3
mm?® y se posfijaron con tetradxido de osmio (OsO,) al 0.1% por dos horas. Las
muestras se deshidrataron con una serie ascendente de etanoles (30% 15
minutos, 50% 15 minutos, 70% 15 minutos y 95% 3 X 15 minutos), se infiltraron en
oxido de propileno al 100% 3 X 15 minutos y se incluyeron en una mezcla de
EPON 812 y 6xido de propileno (1:1) durante 3 dias y después en EPON 812 puro
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durante 2 horas. Para que la resina polimerizara adecuadamente las muestras se
colocaron dentro de una estufa a 60 °C durante tres dias. Una vez procesadas las
muestras, se realizaron cortes finos de 70 nm, contrastandose con acetato de
uranilo (30 minutos) y citrato de plomo (15 minutos) para después ser observados

en un microscopio electrénico de transmision.

5.54IF

El uso de antigenos especificos para tipificar células es una herramienta que ha
servido para identificarlas, tanto in vivo como in vitro. Estos antigenos han sido
utilizados para observar como se lleva a cabo la diferenciacion celular
(Stemberger et al, 1978), para diagnosticar tumores (Eng & Rubinstein, 1978) y
para determinar el origen celular en lesiones patolégicas (Stefansson & Wollmann,
1980).

Las ratas fueron perfundidas con paraformaldehido al 4%, y una vez obtenidos
los nervios, estos fueron colocados en una solucién de sacarosa al 30% durante
tres dias. Pasado este tiempo los nervios fueron sumergidos en 2-metilbutano
para congelarlos con hielo seco, y después se colocaron en Tissue-Tek (Sakura
Finetechnical, Tokyo, Japén) para hacer los cortes en un criostato (Leika
Microsystems 1550s, Nussloch, Alemania) el cual se encontraba a una

temperatura de -20 °C.

Posteriormente los cortes se rehidrataron en buffer de fosfatos (PBS, pH=7.3) y
después se bloquearon por 30 minutos en PBS con suero normal de cabra al 2%
(1:200) y se hicieron tres lavados. Los anticuerpos primarios que se utilizaron
fueron: Proteina Basica de la Mielina (BMP), Proteina S-100 (S-100), Nestina
(Nes) y Neurofilamento (Neur) (Santa Cruz Biotechnology, Inc. California, USA).
Estos anticuerpos se aplicaron a una concentracion 1:200 y se dejaron incubar por

48 horas en una camara humeda a 4°C. Después se hicieron tres lavados con
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PBS y se afiadieron los anticuerpos secundarios Alexa 488 (Invitrogen, California,
USA) policlonal cabra/anticonejo (color verde) y Alexa 546 (Invitrogen, California,
USA) cabra/antiraton (color rojo) en PBS, los cuales se incubaron a temperatura
ambiente por 4 horas y luego se hicieron tres lavados con PBS para eliminar el
exceso de anticuerpo. Para contrastar los nucleos celulares se utilizé Yoduro de
Propidio (YP). Posteriormente se colocd una gota de Vectashield (Vector Labs,
Inc. USA), se coloc6 un cubreobjetos sobre la laminilla y se observaron con un

microscopio de fluorescencia.

5.6 Aestesiometro

El aestesiometro (del griego aioBnoig [aisthesis], sensacion; yérpov [metron],
medida) se utiliz6 para establecer el umbral de sensibilidad de los miembros
pélvicos derechos (MPD) e izquierdos (MPI) de cada rata de los tres grupos
experimentales antes de la lesion y se determiné si la sensibilidad era normal o
estaba alterada luego de hacerles la lesion (alodinia mecanica) (Mizushima et al,
2005).

Para la realizacion de esta prueba, las ratas fueron colocadas en jaulas de
acrilico durante 15 minutos para que se aclimataran a estar dentro de ella. Las
jaulas estaban sobre una reja elevada de metal y por debajo de ella el estimulador
de contacto del aestesiometro plantar (modelo 37400 Ugo Basile, Biological
Research Apparatus, Varese, ltalia; figura 11), el cual tiene un filamento de metal
con borde redondeado de 0.5 mm de diametro. Al accionar el estimulador, el
filamento tocé el centro de la superficie plantar de la rata y ejercid una presion por
debajo del umbral de sensacion. Posteriormente la fuerza de presion fue
incrementando a razon de 2.5 g/s y en ese momento el aestesiometro midio el
tiempo de reaccion y la fuerza aplicada para que el animal retirara su extremidad

posterior. En cada animal se realizaron tres mediciones con un lapso de 15
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minutos entre cada una de ellas y posteriormente se obtuvo el promedio de esos

tres valores, mismo que se le consideré como valor umbral.

Figura 11. Aestesiometro plantar.

5.6.1 Mediciones pre-tratamiento

Para conocer cual era el umbral de sensibilidad de los MPD y MPI de cada rata,
a todas ellas se les hicieron cinco mediciones previas a la cirugia (de acuerdo con
la metodologia descrita anteriormente) con la intencién de tener valores basales
de la fuerza aplicada y el tiempo de reaccion, y asi poder compararlos con los
obtenidos después de hacerles la transeccién del nervio ciatico derecho.

5.6.2 Mediciones post-tratamiento

A partir del séptimo dia posterior a la cirugia, a todos los animales se les hicieron
18 mediciones en un lapso de cuatro meses (Menovsky & Beek, 2001). Se
determind este lapso debido a que se ha observado que una vez pasado este
tiempo no existe una mejoria de la funcién motora (Huang et al, 1992; Menovsky &
Beek, 2001).
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5.7 Calificacion BBB

Los procesos que se llevan a cabo durante la evolucion de las lesiones y la
influencia de los diversos tratamientos en ellas son muy dificiles de evaluar. Sin
embargo, lo que si se puede estudiar es el resultado de los procesos de
recuperacion motriz y funcional en las ratas. Existe una escala cualitativa para
medir el movimiento voluntario de las articulaciones de las extremidades
posteriores de roedores en la que se evaltan y califican los movimientos de tobillo,
rodilla y cadera. A esta escala se le conoce como BBB por las iniciales de los
apellidos de sus creadores, Basso, Beattie y Bresnahan (Basso et al, 1995). El
desplazamiento de las ratas fue grabado con una camara digital (Fujifilm FinePix
J10) y la evaluacion de las ratas fue realizada por una persona ajena al
experimento pero con una amplia experiencia en la realizacion de esta evaluacion
y se hicieron dos evaluaciones: la primera siete dias después de haber realizado
la lesion y la segunda hasta después de haber pasado cuatro meses (fin del

estudio).
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6. Andlisis estadistico

6.1 Aestesidémetro

Los valores pre-tratamiento para fuerza aplicada y tiempo de reaccion tanto del
MPD como del MPI se compararon entre si, a modo de establecer la técnica
experimental y una posible diferencia entre ambos miembros de todas las ratas.
Para ello se realizé una prueba de analisis de varianza (ANDEVA) utilizando el
paquete computacional GraphPad Prism (Prism 5 for Macintosh OS X, v5.0a,
GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) y un nivel de significancia de 0.05.

Pasados siete dias de realizada la lesion, se hicieron 18 mediciones a todas las
ratas de los tres grupos en tiempos igualmente espaciados. Para detectar el efecto
de los tratamientos, en cada medicion se obtuvo la diferencia entre el valor post-
tratamiento y pre-tratamiento (tiempo cero) de las variables fuerza aplicada y
tiempo de reaccion. Los perfiles obtenidos de los tres tratamientos y de los MPD y
MPI fueron analizados como una estructura factorial sin interaccion mediante la
técnica Analisis de Perfiles, con lo que se buscé determinar si estos perfiles eran
paralelos o no (diferentes) entre si (Morrison, 1967). El procesamiento de la
informacion para este analisis se realizo utilizando el procedimiento analisis de
varianza multivariado (MANDEVA) con mediciones repetidas del paquete
computacional JMP® (Statistical Discovery Software for Macintosh, v5.0.1a, SAS
Institute Inc., Cary, North Carolina, USA), con un nivel de significancia de 0.05.

6.2 Morfologia y calificacion BBB
Para las evaluaciones macroscopicas, histologicas y para la calificacion BBB se
utilizé la prueba Kruskal-Wallis, utilizando el paquete computacional GraphPad

Prism (Prism 5 for Macintosh OS X, v5.0a, GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA) y un nivel de significancia de 0.05.
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7. Resultados

Dos animales del grupo TESTIGO, uno del grupo TISSUCOL y uno del grupo
TRANSPLANTE, murieron durante el estudio.

En los grupos TESTIGO (25%) y TISSUCOL (20%) solo hubo una rata que
presentd autotomia, en cambio en el grupo TRANSPLANTE cuatro ratas (80%)

presentaron este com portamiento.

En todos los grupos de estudio, ningin animal (0%) mostré signos clinicos de
infeccion de la herida quirtrgica, disnea o alteraciones en las constantes
fisiolégicas, mismas que siempre se encontraron dentro de los parametros

normales (p > 0.05, Kruskal-Wallis)

7.1 PNA

7.1.1 Descongelado de las células y conteo celular

Inmediatamente después de descongelar las células se realizé un conteo celular
y una prueba de viabilidad. Para ambas pruebas se utiliz6 una camara de
Neubauer o hemocitémetro (figura 12), la cual es una rejilla graduada en la que se
cuenta cada célula que esté adherida a la placa; cada cuadrado de la cadmara

representa un volumen total de 0.1 mm?.

Figura 12 . Camara de Neubauer o hemocitometro.



Para la prueba de viabilidad se mezclaron 4.5 ul de SSF al 0.9%, 0.5 ul de Azul
de Trypan y 0.5 yl de DMEM con células. Una vez hecha la solucion, se colocé
una gota en la camara de Neubauer y Unicamente se contaron las células tefiidas

de azul en los 4 cuadrantes externos, dando como resultado 34 células totales.

De acuerdo a la formula para conocer la cantidad de células totales (# células
contadas*Factor de dilucion*Factor de la camara/cuadrantes contados) el
resultado obtenido fue que habia aproximadamente 850, 000 células diluidas en
50 pul de DMEM con Suero Fetal bovino al 10%.

7.1.2 PNA

Los PN embrionarios in vitro presentaron una morfologia redonda y brillante
(birrefringente), con un tamafio aproximado de 10 — 20 ym. Se formaron
neuroesferas de 30 a 50 células (figura 13A) y su proliferacién se observo a los
dos dias in vitro (figura 13B), en donde se observé que las células que se
disociaron de las neuroesferas tenian un aspecto elipsoidal con abundantes
procesos citoplasmaticos, de manera muy similar al de la glia envolvente o
aldainoglia (Gudifio & Nieto, 2000).

Figura 13. Precursores neurales de cuerpo estriado de ratas de 14 dias de gestacion.

A: Neuroesferas.

B: Las células tienen una forma elipsoidal con procesos celulares alargados, con forma similar
a aldainoglia.
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7.2 Procedimiento quirargico

Luego de la transeccion, los segmentos se afrontaron utilizando las suturas
colocadas sobre el epineuro y se realizaron dos protocolos de reparacion del
nervio ciatico. A las ratas del grupo TISSUCOL tnicamente se les aplicé Tissucol®
y a las ratas del grupo TRANSPLANTE, la glia envolvente fue incorporada al
Tissucol® a modo de que permaneciera en el lugar de la lesién y no se desplazara

a otro sitio.

Para ello, el Tissucol® fue descongelado a temperatura ambiente y a todas las
ratas del Grupo TISSUCOL se les aplicaron 5 pl de cada componente del
Tissucol® (5 pl por vial, 10 pl totales) (figura 14C), y en las ratas del grupo
TRANSPLANTE se les aplicé un vial de cada componente del Tissucol® mas 5 pl
de DMEM con PNA (aproximadamente 85,000 células por rata) (figura 14D).

Después de la aplicacion del Tissucol® los segmentos permanecieron afrontados

hasta que se formara el codgulo y estos quedaran completamente unidos,

momento en el cual las suturas de nylon se retiraron.
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Figura 14A. Diseccion de nervio ciético.

Se observa un nervio sano sin transeccion, el epineuro que lo recubre y algunos vasos
sanguineos (flechas).

nc: nervio ciatico; bf: biceps femoris.

Figura 14B. Transeccion del nervio ciatico.
bf: biceps femoris; sp: segmento proximal del nervio ciatico; sd: segmento distal del nervio

ciatico.
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Figura 14C. Afrontamiento de los segmentos distal y proximal y reparacion con
Tissucol®.

CT: coagulo de Tissucol®; sp: segmento proximal del nervio ciatico; sd: segmento distal del
nervio ciatico; flechas: sutura nylon 9-0.

Figura 14D. Afrontamiento de los segmentos distal y proximal y reparacién con glia
envolvente (fenotipo aldainoglia) incorporados al Tissucol®.

CTPN: coagulo de Tissucol® con PN incorporados a esta matriz; sp: segmento proximal del
nervio ciatico; sd: segmento distal del nervio ciatico; flechas: sutura nylon 9-0
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7.3 Hallazgos macroscopicos

Transcurridos cuatro meses, las ratas de los tres grupos fueron sacrificadas para
obtener los nervios ciaticos derechos e izquierdos y ser distribuidos para

procesarlos para histologia, MET e IF (tabla 3).

Tabla 3. Distribucion de los animales para las diferentes técnicas de andlisis morfolégico.

Grupos Histologia MET IF
TESTIGO (n=4) 1 2 1
TISSUCOL (n=5) 2 2 1
TRANSPLANTE (n=5) 2 2 1

A la evaluacidbn macroscopica, las anastomosis de todos los nervios tratados
(100%) se observaron sin dehiscencia, a pesar del movimiento de las ratas para

desplazarse, levantarse o sostenerse sobre sus extremidades posteriores

7.3.1 Formacion de adherencias

Con respecto a la cantidad de adherencias formadas por el nervio hacia los
tejidos aledafios (tabla 4), se observé que en el grupo TESTIGO dos animales
(50%) desarrollaron una adherencia minima facilmente despegable y dos una
adherencia completa de facil despegamiento. En el grupo TISSUCOL, un individuo
(20%) presentd adherencia minima facilmente despegable, tres (60%)
desarrollaron adherencia completa de facil despegamiento y uno (20%) presento
una adherencia completa de dificil despegamiento. Cuatro individuos (80%) del
grupo TRANSPLANTE desarrollaron adherencias minimas de facil despegamiento

y uno (20%) presentd adherencia completa de facil despegamiento.
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Tabla 4. Grado de adherencias formada en cada grupo de estudio, a las 16 semanas postcirugia.

Cuantificaciéon de adherencias

Grupos
Grado TESTIGO TISSUCOL TRANSPLANTE
0
Sin adherencia 0 0 0
1
Minima facilmente 2 1 4
despegable
2
Completa despegable 2 2 1
Completa, firme y de 0 2 0

dificil despegamiento
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar el

desarrollo de adherencias dentro de cada grupo (p > 0.05, Kruskal-Wallis)
7.3.2 Reparacion de la transeccion

En las ratas del grupo TESTIGO se observo que el segmento distal del nervio
ciatico transectado sufri6 una degeneracion completa (figura 15); incluso solo se
pudo apreciar al segmento proximal que aparentemente se encontraba en proceso

de regeneracion.

En dos ratas del grupo TISSUCOL, la cicatrizacion del nervio se presentd de
manera exacerbada (figura 16A); incluso el sitio en donde se realizd la lesion no
se alcanzo6 a distinguir de manera clara. Ademas de esto, hubo una gran cantidad
de vasos sanguineos que se formaron y que se podian apreciar sobre la parte
externa del tejido de cicatrizacién y se extendieron a lo largo de todo el nervio
(tanto en direccién distal como proximal) y al momento de retirarlo de la pata este
se encontraba duro y rigido. Por otra parte, en el resto de los animales del grupo la
reparacién de los segmentos proximal y distal con Tissucol® provocé que se
formara una gran cantidad de tejido conjuntivo alrededor del sitio de la lesion, que

también se extendio a lo largo del nervio (figura 16B).
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Todas las ratas del grupo TRANSPLANTE tuvieron una cicatrizacion
aparentemente mas organizada que las ratas de los grupos TESTIGO vy
TISSUCOL, ya que el tejido conjuntivo se delimité Unicamente en la zona de la
lesion y no se extendio por todo el nervio (figura 17 Ay B). Ademas de esto y a
diferencia de los otros dos grupos, algunos vasos sanguineos comenzaron a
crecer a lo largo del nervio de manera mas ordenada y la degeneracion en el

segmento distal parace ser que no fue tan marcada.

Figura 15. Nervio ciatico derecho de ratas del grupo TESTIGO, cuatro meses después de
realizada la transeccién.
El segmento distal no se alcanza a distinguir, pero se puede apreciar como el segmento proximal

aparentemente trata de alcanzar al musculo desnervado.
sp: segmento proximal; flecha negra: segmento proximal aparentemente regenerando.
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Figura 16. Nervio ciatico derecho de ratas del grupo TISSUCOL, cuatro meses después
de realizada la transeccion y la reparacion.
La cicatrizacién se extendi6 a lo largo del nervio y no se puede ubicar claramente el sitio de la
lesion. A: Nétese la gran cantidad de vasos sanguineos (asteriscos). B: A lo largo del nervio se
formé una gran cantidad de tejido conjuntivo.

Figura 17. Nervio ciatico derecho de ratas del grupo TRANSPLANTE.

Ay B: En la zona de la lesién (6valo punteado), la cicatrizacién se delimit6 solo en esta zona vy,
a diferencia del grupo TISSUCOL, no se extendi6 a lo largo del nervio. En el segmento distal
(sd) aparentemente la degeneracion no fue tan marcada como en los otros grupos
(especialmente comparado con el grupo TESTIGO). La formacion de vasos sanguineos fue
mas ordenada y en menor proporcién comparada con la que se presenté en las ratas del grupo
TISSUCOL.
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7.4 Microscopia Optica

Se realizaron cortes histologicos de los nervios ciaticos izquierdos (sin
tratamiento) y derechos (con tratamiento) de los grupos TISSUCOL,
TRANSPLANTE y TESTIGO. Estas muestras se procesaron con dos técnicas
histoldgicas de tincién para su observacion: tricromica de Masson y H-E.

7.4.1 Nervio sano (control)

En las laminillas del nervio ciatico izquierdo de rata, lo que se puede observar es
como las fibras nerviosas y de colagena (que forman parte del epineuro y
perineuro) se encuentran completamente alineadas (figura 18). También se
alcanzan a distinguir nucleos de las CS que se encuentran dispersos a lo largo de
las fibras nerviosas y algunos vasos sanguineos (figura 18 A y B). Al ser este un

nervio sin lesion no se observan cambios o alteraciones morfologicas aparentes.
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Figura 18. Fotomicrografia de nervio ciatico sano y sin transeccién de rata.

En esta imagen el nervio no presenta alteraciones morfolégicas aparentes, por lo que se pueden
apreciar claramente las estructuras que lo conforman: fibras nerviosas (fn), fibras de colagena
(puntas de flecha), nucleos de CS (flechas negras) y vasos sanguineos (flechas blancas).

A: Tricromica de Masson, B: H-E.
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7.4.2 Tratamientos

7.4.2.1 Inflamacion perineural

En los tres tratamientos, el grado de inflamacion fue leve, y las células
inflamatorias que se encontraron entre las fibras nerviosas fueron algunos
linfocitos y células polimorfonucleares. ElI numero de CS aumento
considerablemente, pero en el grupo TRANSPLANTE hubo una menor

proliferacion de estas ultimas células.
7.4.2.2 Grado de lesion: Segmento proximal

En los cortes histologicos de nervio ciatico derecho de las ratas del grupo
TESTIGO (figura 19), lo que se observo en el segmento proximal fue un grado de
lesion severo, en el que hubieron grandes espacios en blanco (sin tejido), algunas
vacuolas y también se pudo apreciar como la alineacion de las fibras nerviosas se
perdi6 por completo, formando una masa de CS, capilares, fibroblastos, MQ y
fiboras de colagena totalmente desorganizada. En el nervio cidtico derecho
reparado con Tissucol® (figura 20), lo que se pudo apreciar en el segmento
proximal es un grado de lesibn moderado, en el que hubo menos espacios sin
tejido pero el nimero de vacuolas fue mayor. Ademas de esto hubo una mejor
alineacion de las fibras nerviosas y un arreglo mas ordenado de las de colagena
en comparacién con lo sucedido en el grupo TESTIGO. En el nervio ciatico
derecho reparado con glia envolvente incorporada al Tissucol® (figura 21),
presentd un grado de lesion leve, y de los tres grupos fue el que presenté la menor
cantidad de vacuolas y también una mejor alineacién de las fibras nerviosas y un

arreglo de las de colagena mas ordenado.

46



7.4.2.3 Fibrosis y colagena: Segmento proximal

La fibrosis en el grupo TESTIGO fue moderada, en donde aumento la cantidad
de fibras de colagena que se formaron entre las fibras nerviosas y no tuvieron una
direccion definida. En el grupo TISSUCOL la fibrosis presentada fue severa, en
donde la proliferacion de las fibras de colagena que se formaron en la periferia del
nervio fue excesiva con un alineamiento paralelo al plano del borde del nervio. El
grupo TRANSPLANTE tuvo una fibrosis leve, en donde las fibras de colagena que
se formaron tuvieron un alineamiento paralelo al plano del borde del nervio, y las
gue se encontraron entre las fibras nerviosas también se alinearon paralelamente

a ellas.

Figura 19. Fotomicrografias del segmento proximal de nervio ciatico de rata del grupo
TESTIGO, cuatro meses después de la transeccion.

La citoarquitectura del nervio se ha perdido por completo y la alineacion de las fibras nerviosas
(fn) ha desaparecido. Las fibras de colagena y las CS aumentaron considerablemente (puntos
morados en B). Ademas de esto también hubo grandes espacios sin tejido (flechas).

A: Tricromica de Masson; B: H-E.
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Figura 20. Fotomicrografias del segmento proximal de nervio ciatico de rata del grupo
TISSUCOL, cuatro meses después de la transeccion.

Las fibras nerviosas (fn) conservaron cierta alineacién, disminuyeron los espacios sin tejido pero
aumento la cantidad de vacuolas entre ellas. Las fibras de colagena (flechas) se acumularon y se
alinearon en la periferia del nervio. Las CS aumentaron considerablemente y hubo algunas
células inflamatorias.

A: Tricrémica de Masson; B: H-E.

Figura 21. Fotomicrografias del segmento proximal de nervio ciatico de rata del grupo
TRANSPLANTE, cuatro meses después de la transeccion.

Las fibras nerviosas (fn) tuvieron la mejor alineacién de todos los grupos experimentales, y la
cantidad de vacuolas entre ellas fueron menores en comparacion con los otros dos grupos. Las
fibras de coldgena (flechas) se alinearon en la periferia del nervio, muy parecido a como lo
hicieron en el nervio sano. Las CS aumentaron en menor proporcién y hubo algunas células
inflamatorias.

A: Tricrbmica de Masson; B: H-E.
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7.4.2.4 Grado de lesion: Zona de la transeccion

En el grupo TESTIGO (figura 22) el grado de lesion observado fue severo, en
donde la cantidad de fibras nerviosas, asi como su diametro disminuyeron. Los
espacios sin tejido aumentaron en comparacion con la porcién anterior del
segmento y el nervio se fue haciendo méas delgado conforme se acercaba al sitio
de la transeccion. El grupo TISSUCOL (figura 23) presenté un grado de lesion
moderado, en donde los dos segmentos permanecieron unidos y no modificaron
su tamafio. En la zona de la reparacion del grupo TRANSPLANTE (figura 24), lo
que se observd fue que los dos segmentos permanecieron unidos pero no
pudieron establecer contacto uno con otro. A pesar de esto el grado de lesion que

presento fue moderado.

7.4.2.5 Fibrosis y colagena: Zona de la transeccion

La fibrosis en el grupo TESTIGO fue severa, ya que hubo una proliferacién
excesiva de las fibras de coldgena con alineamiento paralelo al plano del borde de
la lesibn que se acumularon en la parte final del segmento, y la cantidad de
fibroblastos presentes entre estas fibras fue mayor que en otras partes del nervio.
En el grupo TISSUCOL la fibrosis fue severa debido a que la proliferacion de las
fibras de colagena fue excesiva, las cuales presentaron un alineamiento paralelo
al plano del borde de la lesion, pero a diferencia del grupo TESTIGO estas se
concentraron en la parte central de la zona de la transeccion. Las fibras nerviosas
de ambos segmentos fueron perdiendo alineacién conforme se fueron acercando
al sitio de la reparaciéon y algunas de ellas lograron atravesar por la orilla de la
cicatriz formada entre los dos segmentos por fibras de colagena. La mejor
cicatrizacion se observo en el grupo TRANSPLANTE, en donde la fibrosis fue
moderada y las fibras de colagena se alinearon paralelamente al plano del borde
de la lesibn y de manera mas organizada en comparaciéon con los otros dos

grupos.
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Figura 22. Fotomicrografias del sitio de la transeccidon de nervio ciatico de rata del grupo
TESTIGO, cuatro meses después de la transeccion.

Una gran cantidad de colagena (puntas de flecha) se acumulé en la porcion final del nervio
transectado, ademas de que se fue haciendo mas delgado conforme se iba acercando a esta
zona y los espacios sin tejido fueron mas grandes. Algunos vasos sanguineos comenzaron a
crecer entre las fibras de colagena (flechas), y entre ellas hubo una gran cantidad de fibroblastos.
A: Tricr6mica de Masson; B: H-E.

A Lsum | B L6um |

Figura 23. Fotomicrografias del sitio de la transeccidon de nervio ciatico de rata del grupo
TISUCOL, cuatro meses después de la transeccion.

Los segmentos estan unidos por una gran cantidad de fibras de coldgena y algunas fibras
nerviosas alcanzaron a atravesar esta cicatriz pero por la periferia de esta. Las fibras nerviosas
de los segmentos proximal (fnp) y distal (fnd) perdieron alineacion conforme se acercaron a la
cicatriz (linea punteada).

A: Tricrbmica de Masson; B: H-E.
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Figura 24. Fotomicrografias del sitio de la transeccion de nervio ciatico de rata del grupo
TRANSPLANTE, cuatro meses después de la transeccion.

Los segmentos no lograron mantener contacto entre ellos, pero a pesar de ello las fibras
nerviosas de los segmentos proximal (fnp) y distal (fnd) se encuentran alineadas, asi como las
fibras de colagena (flechas).

A: Tricrémica de Masson; B: H-E.

7.4.2.6 Grado de lesion: Segmento distal

En las ratas del grupo TESTIGO, el segmento distal no se observo en los cortes
histologicos debido a la degeneracion que sufrid, por lo que este pardmetro no
pudo ser evaluado. El grupo TISSUCOL (figura 25) presentd un grado de lesion
severo, ya que la alineacion de las fibras nerviosas se perdio totalmente pero, a
diferencia del segmento proximal del grupo TESTIGO, no hubo grandes espacios
sin tejido. En el grupo TRANSPLANTE (figura 26) el grado de lesion fue
moderado, ya que la alineacién de las fibras nerviosas se conservo a pesar de que
los segmentos no tuvieron contacto entre si. Hubo algunos espacios sin tejido, y

las fibras nerviosas son ligeramente mas delgadas que las del segmento proximal
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7.4.2.7 Fibrosis y colagena: Segmento distal

En el grupo TISSUCOL la fibrosis fue severa, pero en el grupo TRANSPLANTE
el grado de fibrosis desarrollada fue moderada. En el primero la cantidad de fibras
de coldgena que se formaron entre las fibras nerviosas aumenté
exacerbadamente y no tuvieron una direccion definida, mientras que en el

segundo las fibras de coldgena que se formaron se alinearon paralelamente al

plano del borde del nervio.

Figura 25. Fotomicrografias del segmento distal de nervio ciatico de rata del grupo
TISSUCOL, cuatro meses después de la transeccion.

Las fibras nerviosas (fn) perdieron la alineacion vy las fibras de coladgena se formaron entre las
fibras nerviosas pero sin direccién alguna. Las CS aumentaron considerablemente y hubo
algunas células inflamatorias.

A: Tricromica de Masson: B: H-E.
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Figura 26. Fotomicrografias del segmento distal de nervio ciatico de rata del grupo
TRANSPLANTE, cuatro meses después de la transeccion.

Las fibras nerviosas (fn) y las de coldgena (flechas) permanecieron alineadas a pesar de que los
segmentos no permanecieron unidos. Las fn tuvieron un aspecto mas delgado que las fn del
segmento proximal, y entre ellas hubieron algunos espacios sin tejido.

A: Tricr6mica de Masson; B: H-E.

7.5 MET

Al observar las microfotografias de los nervios las capas de mielina que los
recubren presentaron muchas vacuolas, probablemente debido a una mala fijacion
con glutaraldehido al 2.5% o por el procesamiento de montaje de las muestras
(Eto et al, 2002). A pesar de esto se pueden apreciar la ultraestructura que

conforma al nervio.
En el nervio sano (figura 27) se puede observar a la mielina recubriendo a las

fibras nerviosas, a los nucleos de las CS y a las fibras de colagena que forman

parte del perineuro y endoneuro.

53



B’

Figura 27. Electrofotomicrografia de un corte transversal nervio ciatico sano de rata.

Al ser un nervio sano, se pueden apreciar algunos axones mielinizados (A) y sin mielinizar
(recuadro), una célula de Schwann (S), la mielina sintetizada por esta (M) y algunas fibras de
colagena (flechas). Los espacios que se observan dentro de la mielina son considerados como
artefactos, aunque algunos de ellos también podrian corresponder a incisuras de Schmidt-
Lanterman.

Después de la lesion, en el grupo TESTIGO (figura 28) el numero de fibras
nerviosas disminuyé y la coldgena aument6 pero sin guardar orden alguno. Se
alcanza a apreciar a un axén mielinizado pero muy delgado y a un lado a un
rebrote axonal. Asimismo se observan dos nucleos de CS envolviendo axones

pero también son muy delgados.

En el grupo TISSUCOL (figura 29) el panorama es diferente, ya que la cantidad
de axones mielinizados es mucho mayor que en el grupo TESTIGO, pero la
mielina que los recubre tiene un aspecto bastante irregular. Ademas de esto
también se alcanzan a apreciar varios axones desmielinizados y una gran cantidad

de tejido conjuntivo rodeandolos a todos.

De los tres grupos el que tuvo una mejor remielinizacion y crecimiento axonal fue

el TRASNPLANTE (figura 30). Esto es porque en las imagenes se observa una
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cantidad de axones mielinizados mucho mayor que en el grupo TESTIGO vy
TISSUCOL, ademéas de que la mielina tiene un aspecto mucho mas regular.
También se alcanzan a distinguir dos tipos celulares que rodean a los axones:
unas presentan un nucleo alargado que se encuentra sobre una lamina basal
(morfologia muy similar a la que caracteriza a las CS), y en las otras se observa
un ndcleo méas redondo. Las fibras de coldgena presentes tienen una alineacion

mas organizada que la de los otros dos grupos.

Figura 28. Electrofotomicrografia de nervio ciatico derecho de rata del grupo TESTIGO,
cuatro meses después de latranseccién.

Se puede apreciar cémo la estructura anatémica del nervio se ha perdido. La cantidad de coldgena
(C) ha aumentado considerablemente y se encuentra totalmente desorganizada. También se
pueden observar dos nucleos de CS (S), un axén mielinizado (AM) y otro rebrotando (RA).

Barra = 5um
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Figura 29. Microfotografia electronica de nervio ciatico derecho de rata del grupo
TISSUCOL, cuatro meses después de la transeccion.

El nGmero de axones, tanto mielinizados (AM) como sin mielinizar (circulos), aumentd de
manera importante comparado con la figura 28. Hay una gran cantidad de tejido conjuntivo (TC).
También se puede observar un fibroblasto (asterisco) y dos nucleos de CS (S).

Barra = 5um

L

Figura 30. Microfotografia electronica de nervio ciatico derecho de rata del grupo
TRANSPLANTE, cuatro meses después de la transeccion.

Se observa una cantidad de axones mielinizados (AM) mucho mayor que en las figuras 28 y 29.
Ademas se pueden distinguir dos tipos celulares: unas tienen ndcleo redondo (flechas) y otras
nacleo alargado que corresponden a CS (S). Las fibras de colagena (C) tienen una disposicion
mas regular.

Barra = 5um

56



7.6 IF

Los cortes de la rata del grupo TESTIGO fueron positivas al inmunomarcaje con
BMP (figura 31), y lo que se observo fue que las fibras nerviosas estaban
desorganizadas (no alineadas) y también se apreciaron espacios sin tejido, similar
a lo observado en los cortes histolégicos. Al colocarles YP (figura 31) se tifid una
gran cantidad de ndcleos alargados que pudieran corresponder a CS, que también

acompafaban a las fibras positivas a BMP.

YODURO DE PROPIDIO

TESTIGO

— MERGE

Figura 31. Microfotografia de nervio ciatico del grupo TESTIGO, cuatro meses después
de latranseccion y marcado con BMP y contrastado con YP.

Se observan muchos nucleos alargados (circulo) tefiidos con YP. Las fibras nerviosas
marcadas con BMP (flecha) se encuentran desorganizadas y con espacios sin tejido
(asteriscos).

Las laminillas de la rata tratada con Tissucol® solo fueron marcadas con BMP
(figura 32), y lo que aprecia es como algunos axones comienzan a agruparse y a
adquirir una mejor alineacion de las fibras nerviosas, disminuyendo los espacios

sin tejido.
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TISSUCOL

Figura 32. Microfotografia de nervio ciatico del grupo TISSUCOL, cuatro meses
después de la reparacion y marcado con BMP.

Las fibras nerviosas (flechas) adquirieron mejor alineacién que las del grupo TESTIGO, pero
se alcanzan a observar algunos espacios si tejido.

Barra = 20um.

Al marcar con S-100 las laminillas de la rata del grupo TRANSPLANTE (figura
33), se pueden distinguir dos diferentes formas de células. Las primeras son
células de forma alargada y regular, mientras que las segundas son células mas
grandes y de forma irregular. Independientemente de la forma, todas las células se
encuentran mejor alineadas en comparacion a las que se observaron en las

laminillas de los otros dos grupos.
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TRANSPLANTE

Figura 33. Microfotografia de nervio ciatico del grupo TRANSPLANTE, cuatro meses
después de la reparacion y marcado con S-100.

Se alcanzan a distinguir dos formas de células. Las primeras son células alargadas de forma
regular (puntas de flecha) y las segundas son células mas grandes pero de forma irregular
(flechas). Cabe remarcar que todas se encuentran alineadas.

Barra = 20pum.

Ademas de BMP y S-100, las laminillas de las ratas de los grupos TISSUCOL y
TRANSPLANTE también se marcaron con Neur y Nest. EI Neur mostré que la
alineacion de las fibras nerviosas de la rata tratada con Tissucol® (figura 34A) fue
muy parecida a la que mostr6 al ser marcados con BMP, ya que en ambos casos
fue irregular. En las laminillas de la rata del grupo TRANSPLANTE (figura 34B) el

Neur mostré que, de los tres grupos, este fue el que presenté la mejor alineacion.
En el caso del marcaje con Nest, en el grupo TISSUCOL se observan algunas

células que la expresaron, pero en el grupo TRANSPLANTE el nimero de células

marcadas con este anticuerpo fue mayor (figura 34).
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NESTINA ‘ NEUROFILAMENTO | NESTINA NEUROFILAMENTO

TISSUCOL TRANSPLANTE

Figura 34. Microfotografias de nervio ciatico del grupo TISSUCOL y TRANSPLANTE,
cuatro meses después de lareparacion y marcados con Nest y Neur.

A: TISSUCOL. Solamente algunas células (flechas) fueron marcadas con Nest, y el Neur
mostrd una alineacion irregular de las fibras nerviosas.

B: TRANSPLANTE. La Nest marcé un mayor nimero de células (flechas) y el Neur mostré
que las fibras nerviosas estaban mejor alineadas que las del grupo TISUCOL.

Barra = 20pum.

7.7 Aestesidometro

Para conocer cuél era el umbral de sensibilidad del MPD y MPI de cada rata, a
los 18 individuos se les hicieron mediciones previas a la cirugia con la intencién de
conocer si existian diferencias entre los miembros pélvicos de todos ellos, y para
tener valores basales que pudieran ser comparados con los obtenidos después de

hacerles la transeccién del nervio ciatico derecho.

El valor promedio pre-tratamiento del MPD para fuerza aplicada fue de 34.70
gramos y para tiempo de reaccion fue de 13.69 segundos, mientras que en el MPI
fueron para fuerza aplicada 33.39 gramos y para tiempo de reaccion fue de 13.47

segundos.
Al comparar los valores basales obtenidos en MPD y MPI de las 18 ratas antes

de la cirugia mediante una prueba de ANDEVA, esta determind que tanto en

fuerza aplicada (p=0.5404) como en tiempo de reaccién (p=0.5127) no hubo
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diferencia significativa en cuanto a la respuesta obtenida por ambos miembros
pélvicos de todas las ratas en todos los grupos (figuras 35 y 36), por lo que se
puede decir que existe un paralelismo (sin diferencia) entre los perfiles de ambas
patas.

-=- Tiempo lzquierda Pre-tratamiento

—o— Tiempo Derecha Pre-tratamiento

16+

144

Segundos

124

10

Dia

Figura 35. Perfiles del tiempo de reaccién del MPD (n=18) y MPI (n=18) obtenidos antes de
realizada la transeccion del nervio ciatico derecho.

Lo que se aprecia es como el perfil del MPD y MPI son paralelos entre si (p=0.5127, ANDEVA),
por lo que se puede decir que las respuesta ante el estimulo del aestesiometro son iguales en
ambos miembros pélvicos.

-=~ Fuerza lzquierda Pre-tratamiento

—e— Fuerza Derecha Pre-fratamiento
40

354

Gramos

304

Dia
Figura 36. Perfiles de la fuerza aplicada sobre el MPD (n=18) y MPI (n=18) obtenidos
antes de realizada la transeccion del nervio ciatico derecho.
Ambos perfiles no muestran diferencias entre si, por lo que puede decir que son paralelos
(p=0.5404, ANDEVA), y que las respuestas ante el estimulo del aestesiémetro son iguales en
ambos miembros pélvicos.

Después de que el nervio ciatico derecho fue transectado, el tiempo de
respuesta ante el estimulo generado por el aestesiémetro y la fuerza aplicada por
este sobre el MPD fueron modificados. La transecciéon del nervio provoco que la

sensibilidad del MPD quedara alterada, y que el tiempo de respuesta y la fuerza
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aplicada sobre él fueran menores en comparacion con los valores obtenidos en el
MPI (tabla 5).

Los valores post-tratamiento para fuerza aplicada y tiempo de reaccion de todos
los grupos se muestran en la figura 37, en la cual se puede apreciar una
disminucién marcada de estas variables en el MPD (con lesidn) de los tres grupos
comparadas con los datos obtenidos pre-tratamiento. Las respuestas obtenidas en
el MPI (sin lesion) no mostraron diferencias significativas en cuanto a la respuesta

al estimulo del aestesiometro, antes y después de realizada la lesion.

Para determinar si esta diferencia era significativa se realiz6 una prueba de
MANDEVA para mediciones repetidas, en donde el tiempo de respuesta
(p=0.0001) asi como la fuerza aplicada (p=0.0001) tuvieron una diferencia
altamente significativa entre el MPD y MPI después de realizada la transeccion del

nervio ciatico derecho (figuras 38 y 39).

Tabla 5. Valores para fuerza aplicada (gramos) y tiempo de reaccion (segundos) de los tres

tratamientos y de las patas derecha e izquierda.

Grupos
Pre-tratamiento TISSUCOL TRANSPLANTE TESTIGO
. Fuerza Tiempo de Fuerza  Tiempo de Fuerza Tiempo de Fuerza  Tiempo de
Lateralidad aplicada reaccion aplicada reaccion aplicada reaccion aplicada reaccion
MPD 34.70 13.69 17.61* 6.92* 19.46* 7.70* 16.90*  6.649*
MPI 33.39 13.47 31.56 12.61 36.42 14.81 31.13 12.40
* p=0.0001
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Figura 37. Valores para fuerza aplicada (gramos) y tiempo de reaccion (segundos) de los
tres tratamientos y de las patas derecha e izquierda.

40- Il Fuerza aplicada
E= Tiempo de reaccion

Fuerza aplicada (g)
Tiempo de reaccién (s)

Pre-tratamiento| [TIssucoL|  |[TRANSPLANTE| |TE5T|0]

* p=0.0001

—&— Tzquierda (sin lesién)
== Derecha (con lesidn)

Diferencia antes-después de la cirugia (segundos)

Figura 38. Perfiles del tiempo de reacciéon de los MPD (n=14) y MPI (n=14) obtenidos
después de realizada la transeccién del nervio ciatico derecho.

La gréfica muestra que la diferencia entre antes y después de la cirugia es mucho mayor en
el miembro pélvico lesionado que en el miembro pélvico sin lesion (p=0.0001, MANDEVA).
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==~ Tzquierda (sin lesidn)

=+ Derecha (con lesién)
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20
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Diferencia antes-después de la cirugia (gramos)

Figura 39. Perfiles de la fuerza aplicada sobre el MPD (n=14) y MPI (n=14) obtenidos

después de realizada la transeccién del nervio ciatico derecho.

Al igual que lo que sucedido con el tiempo de reaccidn, la diferencia fue mayor en el miembro

pélvico con lesion (p=0.0001, MANDEVA) que en el MPI.

En cuanto a los valores obtenidos en las 18 mediciones después de la
transeccion y aplicacion de los tratamientos sobre el nervio ciatico derecho en los
tres grupos, la misma prueba de MANDEVA para mediciones repetidas determiné
que en los tres tratamientos los valores de tiempo de reaccion (p=0.4565) y de
fuerza aplicada (p=0.4377) la diferencia no era significativamente diferente entre

ellos, desde el inicio hasta el final de las mediciones (figuras 40 y 41).

Es importante sefialar que a pesar de que no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos, el que mostré una menor diferencia
entre antes y después de la lesion (figuras 40 y 41) fue al que se aplico la glia

envolvente.
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-e— TESTIGO
= TISSUCOL
89 —— TRANSPLANTE

o

Diferencia antes-después de la cirugia (segundos)
P 9

Semana

Figura 40. Perfiles del tiempo de reaccién sobre el MPD de las ratas de los grupos
TESTIGO, TISSUCOL y TRANSPLANTE, obtenidos después de realizada la transeccion del
nervio ciatico derecho.

El analisis de los perfiles indico que no existe una diferencia significativa entre los tres
tratamientos (p=0.4565, MANDEVA).

- TESTIGO
-= TISSUCOL
=+ TRANSPLANTE

C L LU L 1

0 5 10 15 20
Semana

Diferencia antes-después de la cirugia (gramos)

Figura 24. Perfiles de la fuerza aplicada sobre el MPD de las ratas de los grupos TESTIGO,
TISSUCOL y TRANSPLANTE, obtenidos después de realizada la transeccion del nervio ciatico
derecho.

El andlisis de los perfiles indicé que no existe una diferencia significativa entre los tres tratamientos
(p=0.4565, MANDEVA).

7.8 Calificacion BBB
La calificacion basada en la escala BBB de las ratas de los cuatro grupos con

lesion en los MPD, se llevo a cabo cuatro meses después de realizada la lesion y

los datos se compararon con los obtenidos a los siete dias después de haber
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hecho la lesién, mismo que en promedio fue de 12. Las diferencias se muestran
en la figura 42, en donde se estimaron los promedios obtenidos en la evaluacion
para cada grupo al final del estudio, los cuales fueron: TESTIGO: 13.7,
TISSUCOL: 12, TRANSPLANTE: 12.7. No se encontraron diferencias
significativas entre los tres grupos al comparar el valor promedio obtenido siete

dias después de la cirugia y al final del estudio (p = 0.2684, Kruskal-Wallis).

154

Calificacion BBB

Figura 25. Calificacién BBB del MPD de las ratas de los grupos TESTIGO, TISSUCOL vy

TRANSPLANTE, obtenida cuatro meses después de realizada la transeccidn del nervio ciatico
derecho.
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8. Discusién

En el presente trabajo, en el grupo TRANSPLANTE, al cual se le aplicaron PNA
incorporados al Tissucol®, se observaron los mejores resultados en cuanto a la
alineacion de las fibras nerviosas, grado de remielinizacion, disminucion de la
muerte axonal y recuperacion de la sensibilidad, lo cual pudo ser detectado
mediante el analisis morfologico en los cortes histologicos, de MET e IF, asi como

en las pruebas realizadas con el aestesiometro.

La regeneracién axonal después de que un nervio ha sido dafiado es un
requisito indispensable para la recuperacion de la funcion nerviosa, y muchas de
las estrategias que se han utilizado para reparar nervios periféricos dafados
comparten el fin comun de querer alcanzar una reparacion optima y funcional de
esos nervios. Los axones, a pesar de que después de ser dafados, tienen la
capacidad de crecer (Ide, 1996) y establecer contacto sinaptico con el 6rgano
desnervado, su recuperacion generalmente es incompleta (Ramén et al, 1998;
Gaudet et al, 2011), y esta depende de muchos factores, tales como la edad del
individuo, del nervio afectado, del sitio y clase de lesion, del tiempo que tarde en
llevarse a cabo la reparacion quirlrgica, la distancia existente entre un segmento y
otro, del niumero de axones regenerados, de la reinervacion de los 6rganos y del

restablecimiento de las propiedades fisiol6gicas del nervio.

En este trabajo se emplearon dos tratamientos diferentes sobre el sitio de la
lesion para promover la regeneracion y remielinizacion axonal de nervios
periféricos transectados, y para su aplicacion se utilizé una técnica quirdrgica para
realizar la transeccion del nervio ciatico derecho en la cual se evitd que los
musculos gluteus maximus y biceps femoris (cercanos al nervio ciatico) resultaran
lesionados, consiguiendo con esto un sangrado escaso 0 practicamente nulo y
evitando un proceso inflamatorio adicional, con el fin de favorecer el proceso de

reparacion y regeneracion axonal.
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Cuando un nervio es lesionado se pierde de manera parcial o total el
funcionamiento motor, sensitivo o autonémico del 6érgano inervado debido a que
las sefales que son transmitidas por ese nervio quedan interrumpidas a causa de
la pérdida de la continuidad axonal y a la degeneracion de las fibras nerviosas
distales al sitio de la lesion. Estas deficiencias funcionales pueden ser
compensadas por tres mecanismos: reinervacion del 6rgano por regeneracion
axonal, por colaterizacion axonal sobre axones sanos vecinos o por remodelacion
de los circuitos nerviosos involucrados con las funciones afectadas (Navarro et al,
2007). Sin embargo, estos mecanismos no son capaces de resolver el problema

por si mismos, especialmente cuando la lesion es demasiado severa.

8.1 Inflamacién perineural

En este trabajo en las ratas de los tres grupos se observaron tanto MQ como
linfocitos los cuales estdn presentes de forma caracteristica durante una
inflamacion crénica (Moalem et al, 2004), por lo que este resultado podria indicar
que los PNA no fueron un factor que pudiera haber aumentado este proceso
inflamatorio, ya que como se mencion6 anteriormente una de las caracteristicas
de este tipo celular es que poseen una baja o nula antigenicidad al no expresar los
antigenos de transplante del complejo mayor de histocompatibilidad clases | y I
(Doncel et al, 2009; Nieto & Doncel, 2011). Tal y como sucede con otros tejidos,
cuando un nervio llega a sufrir algun tipo de lesion la respuesta inflamatoria no se
hace esperar. Un nervio lesionado provoca una gran infiltracion y reclutamiento de
MQ y una elevada expresion de citocinas proinflamatorias, tales como interleucina-
1B (IL-1B), interleucina-10 (IL-10), interleucina-6 (IL-6) (Marie et al, 1996), factor de
crecimiento transformante B (TGF-B) (Murphy et al, 1995, Kiefer et al, 1993) y
factor de necrosis tumoral-a (NTF-a) (Stoll et al, 2002; Misawa et al, 2001), las

cuales son las responsables de contribuir al dafio axonal (Scholz & Woolf, 2007).
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8.2 Microscopia oOptica, MET e IF

La capacidad de regeneracion y reinervacion de los nervios periféricos se
conoce desde hace muchos afos, y el tiempo en que inicie la regeneracion
depende del dafio que haya sufrido el nervio. Si la lesion sufrida es leve los
procesos regenerativos y de reparacion comienzan casi inmediatamente, pero si la
lesion es grave la regeneracion solo puede iniciar hasta que la DW haya tomado

su curso (Burnett & Zager, 2004).

La transeccion de un nervio periférico conlleva a que se presenten una serie de
cambios anatomicos y morfologicos (Stoll & Miiller, 1999; Kalmar et al, 2003), con
el objetivo de generar un ambiente adecuado para la regeneracién (Guillen et al,
1995). Esta regeneracion incluye crecimiento axonal, restablecimiento de los
contactos axon-SC, rediferenciacion de SC, mielinizacién axonal y reinervacion
(Schwartz, 1987). Por otra parte en el segmento proximal comienzan a crecer
axones nuevos a nivel de los nodos de Ranvier (Ide, 1996; McQuarrie, 1985; Hall,
2005) y lo hacen abarcando una distancia que va de 1 a 3 mm/dia (dependiendo
de la especie y el tipo de lesion) (Fu & Gordon, 1997; Fenrich & Gordon, 2004),
aunque si no se lleva a cabo una buena aproximacion quirdrgica los axones
pueden tardar demasiado tiempo en atravesar esa zona de reparacion (Brushart et
al, 2002).

La reparacion del nervio lesionado, representada por la alineacion de las fibras
nerviosas, la cantidad de axones remielinizados y el grado de degeneracion, se
presentd de distinta manera en los tres grupos, lo cual aparentemente va de la

mano con el tratamiento aplicado.

69



8.2.1 Grupo TESTIGO

En el caso de este grupo, el segmento proximal comenzé a crecer tratando de
alcanzar al segmento distal y al musculo desnervado, pero desafortunadamente
no se pudo cumplir este objetivo. Con esto se confirma que cuando hay una
transeccion completa y no se realiza reparacion alguna, la regeneracion nerviosa
gue se presenta es deficiente, incompleta o tarda demasiado tiempo en llevarse a
cabo. Esto no significa que la regeneracion no se haya llevado a cabo, ya que
para que este proceso se lleve a cabo de manera natural, espontdnea, completa y
sin la ayuda de algun método de reparacibn pueden pasar muchos meses
(Salgado et al, 1998), por lo que los cuatro meses de duracion de los tratamientos
no fueron suficientes como para que se pudieran restablecer los contactos
originales y las funciones alteradas por la transeccién. Como se puede apreciar en
los cortes histolégicos, de MET y de IF, la transeccién completa causé un dafio
demasiado severo. La gran cantidad de fibras de colagena formada por el proceso
de cicatrizacion y la pérdida de tejido nervioso a causa de la actividad de los MQ
impidieron que las CS pudieran completar la regeneracion, por lo que se podria
presumir que la recuperacién estructural y funcional en esta clase de lesiones
generalmente es pobre debido a que no existen suficientes condiciones
adecuadas para que este proceso pueda llegar a buen término (Fu & Gordon,
1997) y a la severidad del dafio, por lo que es necesario implementar una técnica

de reparacién que apoye Yy agilice la regeneracion y remielinizacion axonal.

8.2.2 Grupo TISSUCOL

Las ratas del grupo TISSUCOL se caracterizaron por presentar fibrosis, tejido
conjuntivo, adherencias y vasos sanguineos mucho mayor a la que se observo en
el grupo TRANSPLANTE. En este trabajo el Tissucol® provocé que en dos ratas
de este grupo presentaran una fibrosis muy extensa y severa, y en las otras tres

hubo una formacion de tejido conjuntivo y adherencias también muy extensa. Uno
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de los inconvenientes del Tissucol® es que puede penetrar ampliamente entre los
segmentos reparados y provocar una reaccion de tejido conectivo (Suri et al,
2002), tal y como sucedio en el presente estudio. A pesar de que Palazzi (1995)
observé que el Tissucol® es un sellador que una barrera que pudiera impedir la
regeneracion axonal, en este experimento no sucedié asi ya que la fibrosis tan
extensa provocO una compresion muy severa sobre los axones que impidid que
pudieran llegar del segmento proximal al distal. Esto ultimo pudiera explicar el por
gué los axones que se iban acercando a la zona de la lesion y cicatrizacion (en
donde se encontraba la mayor cantidad de fibras de colagena) trataban pasar de
un lado a otro rodeando a la cicatriz y no a través de la misma, ya que al intentar

atravesarla se los impidio.

Una vez que el coagulo de fibrina del Tissucol® ha cumplido con su cometido, la
degradacion de este por parte de la fibrinolisina (plasmina) da inicio (Sharma &
Sharma, 2007). Como producto de esta fibrinolisis se liberan los fibrinopéptidos A
y B (Verstraete et al, 1997) los cuales actian como estimulantes de la
angiogénesis (Le Guéhennec et al, 2004; MedMarket, 2007). Como resultado de la
aplicacion de Tissucol®, ademas de la fibrosis provocé el crecimiento de una gran
cantidad de vasos sanguineos a lo largo de todo el nervio, debido a que los
productos de la degradacion del coagulo de fibrina actian como promotores de la
angiogénesis. Para que la reparaciéon de cualquier tejido se lleve a cabo es
necesario un aporte correcto de sangre, pero en estas ratas los vasos sanguineos
que crecieron no tuvieron ninguna clase de ordenamiento ni alineacion, pero a
diferencia de lo sucedido en el grupo TESTIGO estuvieron presentes en mayor
cantidad. Esto podria explicar de alguna manera el por qué las fibras nerviosas,
ademas de poder pasar de un segmento a otro con la ayuda de algunos factores
neurotroficos, tuvieron un grado de degeneracion menor y la organizacion de estas
fibras fue mejor que el grupo TESTIGO, ya que el riego sanguineo les proporciond

los nutrimentos necesarios para que esto sucediera de esta manera.

71



Uno de los efectos del TNF-a y del TGF-3 generados por la inflamacion es el de
atraer fibroblastos al sitio de la lesién (Cerezal, 2009), que en conjunto con los
efectos propios del Tissucol® (angiogénesis y proliferacién de fibroblastos; Le
Guéhennec et al, 2004) pudieron ser los responsables que en este grupo la
cantidad de tejido fibroso y conjuntivo fuera superior al de los otros grupos. Existen
reportes en donde se menciona que el Tissucol® no es capaz de generar efectos
adversos (adherencias, fibrosis o reaccion a cuerpo extrafio) (Jackson, 2001;
Junior et al, 2004), y hay otros en donde se ha observado que sucede todo lo
contrario (Becker et al, 1984, Alving et al, 1995, Dunn & Goa, 1999). A pesar de
que la utilizacién de Tissucol® para reparar nervios periféricos ha demostrado ser
una alternativa ante la aplicacién de suturas epineurales (Suri et al, 2002) por su
capacidad para promover la regeneracion axonal (Lucchesi et al, 2007; Menovsky
& Beek, 2001), un inconveniente de la aplicacion de este producto pudiera ser que
al no haber algo que controle el crecimiento de las fibras de colagena, fibroblastos
y de los vasos sanguineos, la regeneracion axonal pudiera realizarce de manera
deficiente, ya que la gran cantidad de vasos sanguineos podria propiciar el
crecimiento en exceso de mas fibras colagena y con ello, como se mencioné
anteriormente, generar una compresion excesiva sobre los axones que les impida

crecer a lo largo de los tubos endoneurales.

8.2.3 Grupo TRANSPLANTE

En este trabajo, la combinacion de estas células con el Tissucol® provocé que
los axones conservaran una mejor alineacién y que mostraran una tendencia hacia
un mayor reordenamiento, asi como un mayor crecimiento de las fibras nerviosas
y una mejor remielinizacibn en comparacion con los otros grupos. Ademas de
tener un efecto claro sobre la regeneracion, remielinizacion y alineacion de las
fibras nerviosas, los PNA pareciera ser que también tuvieron cierta injerencia para
controlar y organizar la angiogénesis y la cicatrizacion, ya que los individuos

tratados con estas células fueron los que presentaron los mejores resultados en
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estos rubros. Esto indicaria que los efectos del Tissucol® y los PNA fueron
complementarios y aditivos, a modo de promover una regeneracion axonal mas
completa y una recuperacion funcional en aquellos individuos a los que se les

transecto6 el nervio ciatico.

La glia envolvente o aldainoglia (Gudifio & Nieto, 2000), por sus caracteristicas
inmunofenotipicas como la expresion del receptor de baja afinidad para NGF p75
(Gomez et al, 1987) y la gran facilidad para ser cultivadas a pesar de provenir del
tejido de un individuo adulto (Ramoén & Nieto, 1992), tienen la capacidad para
dividirse y envolver axones (Ramon et al, 1993) y promover la regeneracion axonal
(Gudifio & Nieto, 1999; Gudifio & Nieto 2000) por lo que se asemejan mas a las
CS no mielinizantes (Assouline & Pantazis, 1989). Por lo tanto, la combinacién
Tissucol® y PNA parece ser que es una buena alternativa para promover la
regeneracion axonal de nervios periféricos. Bento y Miniti (1993) reportaron haber
observado evidencias electrofisiolégicas de regeneracion axonal después de
haber reparado nervios faciales con un pegamento hecho a base de fibrina,
Lucchesi y colaboradores (2007) utilizaron Tissucol® para reparar nervios faciales
transectados y después de 120 dias encontraron un aumento ligero en la cantidad
de axones regenerados. Asimismo la utilizacion de glia envolvente ha demostrado
ofrecer buenos resultados cuando son utilizados para reparar, ademas de lesiones
medulares, lesiones de nervio periférico en donde incluso hasta un 50% de los
individuos tratados mostraron regeneraciéon axonal (Verdu et al, 1999; Radtke et
al, 2009, Guérout et al, 2011), misma gue tiene que ver con la capacidad de esta
glia de envolver axones y secretar factores neurotroficos, tales como NGF, BDNF,
GDNF y CNTF (Lipson et al, 2003).

La capacidad de la aldainoglia para envolver axones y promover Ssu
regeneracion (Gudifio & Nieto, 1999; Gudifio & Nieto, 2000; Ramon & Nieto, 1994,
Pascual et al, 2002) ha permitido su uso en transplantes a nivel experimental, con

el fin de promover su regeneracion en lesiones de médula espinal (Polentes et al,
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2004; Lu et al, 2002; Navarro et al, 1999; Verdu et al, 2001; Li et al, 2004b;
Caballero et al, 2007) y en nervio periférico (Verdu et al, 1999; Radtke et al, 2009;
Guérout et al, 2011) en los que se han observado muy buenos resultados, razén
por la cual esta practica tiene un alto potencial para el tratamiento de lesiones
nerviosas (Ramon & Nieto, 1994; Navarro et al, 1999; Lopez et al, 2007; Martino &
Pluchino, 2006).

La glia envolvente puede ser reconocida por la expresion de varios marcadores
inmunologicos, tales como la Nest y la S-100 (Doncel et al, 2009; Gudifio & Nieto,
2000, Heizmann, 1999), y para identificar a las células utilizadas en las ratas del
grupo TRANSPLANTE, se utilizaron inmunomarcadores precisamente para S-100
y Nest. Lo que se observd en las laminillas fue que algunas células fueron
positivas a estos dos marcadores, lo cual es indicativo de que la glia envolvente
fue capaz de sobrevivir durante los cuatro meses que duré el tratamiento y que no
provocaron rechazo por parte de los individuos transplantados. En las imagenes
de MET también se aprecian células que poseen un nucleo alargado y otras que lo
tienen mas redondeado. Las primeras corresponden al nucleo de las CS (Mi et al,
1995, Aluclu et al, 2009) y las otras, por la forma del nucleo, muy probablemente
correspondan a células de la glia envolvente transplantada, lo cual se podria
confirmar con lo observado en la IF, en donde se observd que una gran cantidad

de células expresaron tanto S-100 como Nest.

Ademés de mantenerse vivas, las células de la glia envolvente adquirieron una
alineacion que colocaliz6 con la expresion de BMP, la cual demuestra que las
fiboras nerviosas mantuvieron una mejor alineacion en este grupo, lo cual
concuerda con lo observado en la histologia y MET, en donde ademas de esto se
observé que la remielinizacion fue mucho mejor. A pesar de que los segmentos no
alcanzaron a unirse, tal parece que los factores neurotroficos y la capacidad de
envolver axones, de migrar y atravesar la cicatriz glial por parte de la glia

envolvente (Radtke et al, 2009) fueron capaces de mantener a las fibras nerviosas
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alineadas y favorecer su supervivencia, ya que a diferencia del grupo TISSUCOL,
en el que la fibrosis fue severa, parece ser que estas células también fueron las
responsables de controlar la fibrosis y el crecimiento de los vasos sanguineos, con
lo que la citoarquitectura del nervio mantuvo un mejor aspecto en comparacion

con los otros dos grupos.

En el presente trabajo el efecto de los PNA no pudieron ser tan evidentes, tal
vez por el hecho de haber realizado la anastomosis de ambos segmentos del
nervio (proximal y distal) sin dejar un pequefo espacio entre ellos, tal y como se
ha hecho en otros trabajos en los que se ha realizado esta misma clase de lesion
(Lloyd et al, 2007; Tirelioglu et al, 2006; Verdu et al, 1999), ya que de acuerdo con
la Teoria de la regeneracidon nerviosa selectiva cuando existe una lesion en un
nervio y existe un pequefio espacio entre ambos segmentos del mismo, las fibras
nerviosas motoras y sensitivas encontraran su contraparte de manera selectiva en
el segmento distal (Jiang et al, 2006, Jiang et al, 2010), con lo que la regeneracién
de las fibras nerviosas se podria llevarse a cabo de una mejor manera. Quiza si se
hubiera utilizado un modelo en donde la transeccidbn fuera menos severa
(transeccion parcial o compresion), los efectos de los PNA pudieran haber sido

mucho mas evidentes sobre la regeneracién axonal.

8.3 Aestesiometro

En el presente trabajo se realizaron mediciones pre-tratamiento con el
aestesidometro plantar para determinar la respuesta basal al estimulo tactil de las
patas derecha e izquierda de las ratas. El valor promedio pre-tratamiento del MPD
para fuerza aplicada fue de 34.70 gramos y para tiempo de reaccion fue de 13.69
segundos, mientras que en el MPI fue de 33.39 gramos para fuerza aplicada y
13.47 segundos para tiempo de reaccién. Al analizarlos se demostré6 que no
existio una diferencia significativa en la fuerza aplicada (p=0.5404, ANDEVA) y en
el tiempo de respuesta (p=0.5127, ANDEVA), tanto entre MPD y MPI de cada una
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de las ratas, asi como entre todos los individuos de cada grupo. Estos resultados
son consistentes con los obtenidos en trabajos realizados anteriormente, en los
que se utilizd el mismo modelo de aestesiOmetro y se realiz6 el mismo
procedimiento de medicion (Katsura et al, 2006; Abdin et al, 2006; Gibbs et al,
2006). Con estos datos se confirma que los resultados obtenidos después de la
transeccion del nervio ciatico derecho pueden ser atribuidos a los cambios
generados en el nervio por la lesion, ya que las respuestas tanto en el MPD como
en el MPI fueron muy similares antes de la realizacion de la transeccion, y solo

fueron diferentes hasta después de que se realizé la lesion en el MPD.

Inmediatamente después de la transeccién del nervio ciatico derecho de los
animales de los tres grupos, los valores de tiempo de respuesta y de fuerza
aplicada fueron menores en el MPD de los tres grupos en comparacion con los
valores pre-tratamiento, asi como con los del MPI pre-tratamiento y post-
tratamiento de cada animal, siendo esta una diferencia altamente significativa
(p=0.0001, MANDEVA) para los tres tratamientos. Resultados similares fueron
observados por Murata y colaboradores (2005), quienes demostraron que las
lesiones en el sistema nervioso periférico son capaces de generar alodinia de tipo
mecanico y que esta puede ser medida utilizando un aestesiémetro plantar, ya que
al igual que en este trabajo, la respuesta en fuerza aplicada y tiempo de reaccién
fueron menores al ser comparadas con los valores pre-tratamiento y con los de la

pata sin lesion.

Después de una lesion en nervios periféricos, la cuantificacién de la respuesta
ante un estimulo mecénico puede ofrecer una idea de cuan dafiado se
encuentran, pero los examenes estandares tienen el inconveniente de que no
proveen una medida confiable de la sensibilidad y dependen en gran medida de la
técnica utilizada por el examinador, por lo que tienden a ser subjetivos (Holewski
et al, 1988). Es por ello que durante los ultimos afios, la evaluacion de la

sensibilidad tactil (aestesiometria) mediante el uso de un aestesidometro plantar ha
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cobrado gran auge debido a los buenos resultados obtenidos, pero principalmente
se debe a que estos son mucho méas exactos y queda de lado el problema de la
subjetividad (Villeti et al, 2003; Arévalo et al, 2003; Ramer et al, 2004)

Cuando un nervio es transectado se forma un neuroma, el cual se caracteriza
por provocar hipersensibilidad ante estimulos tactiles ligeros, alodinia y dolor
espontaneo (Bennett & Xie, 1988). Esto puede explicarse porque se ha observado
gue cuando un nervio ha sido lesionado algunas fibras aferentes permanecen
inervando la piel, y los factores liberados por ellas inducen a las fibras eferentes
simpaticas a crecer y a extenderse sobre diferentes areas de la piel (Yen et al,
2006). También estos factores son capaces de promover en los nociceptores la
expresion de receptores a; adrenérgicos, lo que podria generar que la liberaciéon
de noradrenalina por parte de las terminales simpaticas activen estos nociceptores
y que pueda llegar a haber sensaciones de dolor. Junto con estas alteraciones, se
ha observado ademas que posteriormente a una lesion se desencadena una serie
de cambios, tales como un incremento en la actividad espontanea de las fibras
sensoriales mielinizadas (principalmente en nervios con DW) (Boucher et al, 2000)

y una disminucion en el umbral de sensibilidad (Laird & Bennett, 1993).

Aunado a esto existe una alteracion en la expresion de canales dependientes de
voltaje para sodio (England et al, 1998; Campbell, 2006; Pitcher & Henry, 2000;
Boucher et al, 2000) potasio y calcio, asi como de su funcion (Navarro et al, 2007;
Li et al, 2004a) por lo que estas neuronas podrian volverse hiperexcitables,
generar despolarizaciones ectopicas y desarrollar alodinia (Devor, 2006; Black,
1999; Newton et al, 2001. Ademas, el incremento de citocinas proinflamatorias
puede provocar hiperexcitabilidad en la zona afectada al estimular directamente a

las terminales nociceptivas (Zhuo et al, 2011; Marchand et al, 2005).

Con respecto a los valores de sensibilidad obtenidos a lo largo de los cuatro

meses de duracion de los tratamientos, se observo que en los valores de tiempo
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de reaccion (p=0.4565, MANDEVA) y fuerza aplicada (p=0.4377, MANDEVA) no
se detectaron diferencias significativas entre los tres tratamientos. Sin embargo, a
pesar de que existe variacion en los valores de sensibilidad, se alcanza a distinguir
una la ligera tendencia hacia la recuperacion de la sensibilidad por parte del grupo
TRANSPLANTE, la cual es presentada en las gréficas y concuerda con los
hallazgos macro y microscopicos de los nervios. Las ratas de este grupo
presentaron una menor diferencia entre los valores de sensibilidad antes y
después de la lesidn, es decir, los resultados indican que la sensibilidad del MPD
se acercO mas a los valores presentados antes de la lesion, lo cual implica que
quiza se comenzaba a dar la recuperacion de la sensibilidad. Al observar la
conformaciéon del nervio de manera macroscopica este tenia un aspecto muy
similar al del nervio sano, y microscépicamente se observé que el grado de
degeneracion que present6 fue menos marcada en comparacion con los otros dos
grupos. Aungue se ha observado en modelos de lesion de médula espinal un
incremento en la sensibilidad tactil al transplantarles glia envolvente de bulbo
olfatorio medida con un aestesiometro (Verdu et al, 2003; Lépez et al, 2004), no se
encontraron en la literatura trabajos en los que se haya medido la sensibilidad de
manera similar a la realizada en este trabajo ni con esta clase de modelo
experimental. Basado en esto, se podria pensar que los resultados de sensibilidad
del grupo tratado con PNA tienen una ligera tendencia hacia la recuperacion de la
sensibilidad con respecto a los otros dos grupos y que, después del tratamiento, la
estructura, sensibilidad y funcién se acercaran a los obtenidos antes de la

transeccion.

Esta situacion probablemente se presentd de esta manera debido a que el
namero de repeticiones no fue lo suficientemente representativo para poder hacer
a las pruebas mas sensibles, y que de esta manera pudieran detectar las posibles
diferencias entre los tres tratamientos. El total de animales utilizados en este
trabajo fue de 14 animales, mientras que el método de Tang (Kuehl, 2001; Gill,

1978) sugiere que, con un nivel de significancia de 0.05, se utilice un minimo de
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20 animales por grupo. Por ejemplo, en un estudio para probar el funcionamiento
del nervio ciatico después de haber sido lesionado (Baptista et al, 2007) utilizdé un
total de 63 (tres grupos de 21 animales cada uno) a los cuales se secciondé una
porcion del nervio. En otro trabajo en donde se observaron los desordenes
provocados por una neuropatia (Bennet & Xie, 1988) utilizaron 148 ratas para este
estudio, a las que se les hizo una ligadura en el nervio ciatico. Por ultimo, Lee y
colaboradores (2000) utilizaron 51 ratas para estudiar la alodinia provocada sobre

ramas del nervio ciatico.

Existen otro tipo de pruebas para determinar los cambios funcionales en el modelo
de transeccion de nervio ciatico, como es la impresion plantar descrita por
Medinaceli y colaboradores (1982) y Radtke y colaboradores (2009), la cual a
través de la determinacion del indice funcional ciatico puede dar una idea de la
recuperacion funcional del miembro afectado después de lesionar el nervio. La
utilizacién de pruebas complementarias podria contribuir a la interpretacion de los

cambios funcionales debidos al tratamiento.

8.4 Calificacion BBB

La calificacibn BBB hecha a los siete dias post-cirugia fue de 13 para todos los
animales, mientras que los obtenidos al final del estudio mostraron tener una gran
variacion en cuanto a la valoracion de la funcionalidad motora, es decir,
independientemente del tipo de tratamiento que se les aplic6 no se observo
tendencia alguna hacia una recuperacion 0 un empeoramiento en el
desplazamiento y movimiento del MPD. Pero es importante sefialar que los
individuos del grupo TESTIGO y TISUCCOL tuvieron una menor incidencia de
autotomia (20%), mientras que en los del grupo TRANSPLANTE el 80% de ellos
presentaron autotomia. A pesar de que el analisis estadistico no mostrd
diferencias en el grado de sensibilidad, estos resultados podrian indicar una

tendencia hacia la recuperacion de la sensibilidad y estar relacionados con el
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grado de regeneracion axonal, ya que hubo mas individuos que presentaron

autotomia en el grupo tratado con PNA.

La presencia de autotomia ha sido relacionada la presencia de neuromas que
generan actividad espontanea del nervio e incrementan la sensibilidad tactil,
creando sensaciones dolorosas en los individuos (Seltzer et al, 1989). En los
modelos murinos disefiados para conocer las consecuencias de la axotomia, se
ha propuesto que la presentacion de autotomia es un comportamiento que tiene
como objetivo eliminar los estimulos dolorosos presentes en el miembro afectado
(Wall et al, 1979a), por lo que los individuos afectados con esta clase de lesiones
tratan de apoyar lo menos posible esa pata al tener incrementada su sensibilidad.
Al comparar la calificacion BBB de los tres grupos tampoco se encontraron
diferencias (p=0.2684, Kruskal-Wallis).

El NGF, ademas de favorecer el desarrollo y regeneraciéon de las fibras
nerviosas (Lykissas et al, 2007), también se le ha asociado con la inflamacion y la
presencia de dolor (Casals et al, 2009; Ji et al, 2002; Griffis, 2011; Veronesi &
Oortgiesen, 2006; Lindholm et al, 1987). El hecho de que después de la
transeccion las CS secreten grandes cantidades de NGF (Fenrich & Gordon,
2004) y que los PNA también lo produzcan (Lipson et al, 2003), podria dar una
explicacion del por qué en los individuos del grupo TRANSPLANTE la autotomia
se presentd en un mayor porcentaje, por lo cual este comportamiento podria
asociarse con un incremento en la produccion de NGF y consecuentemente de la

regeneracion nerviosa (Casals et al, 2009; Minert et al, 2007).
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9. CONCLUSIONES

En este modelo, la combinacién de glia envolvente incorporada al Tissucol®
fue la que mejores resultados ofreci6 en cuanto a alineacion de fibras
nerviosas, remielinizacion, recuperacion de la sensibilidad y disminucion de

la muerte axonal.

Se encontré una tendencia hacia la promocién de la reparacion de los
nervios periféricos lesionados, mejorando algunos aspectos relacionados

con la regeneracion de las fibras sensitivas y motoras.

La combinacién de varias técnicas de reparacion (grupo TRANSPLANTE)
es mas eficaz que la utilizacién de solamente una (grupo TISSUCOL) o que
no aplicar nada (grupo TRANSPLANTE).

En este modelo y por el tiempo de prueba del ensayo, se demostré que el
organo desnervado a pesar de que aparentemente recupere la inervacion,
no quiere decir que se recuperen las funciones motoras y sensitivas de

manera similar a las que tenia antes de la lesién del nervio.

Actualmente no existe técnica de reparacion alguna que ofrezca una
recuperacion de las funciones sensitivas y motoras normales por lo que es
necesario seguir buscando alternativas que ofrezcan una buena

recuperacion de la funcién nerviosa.
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