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2 RESUMEN

INTRODUCCION. Las lesiones de nervio periférico (LNP), principalmente cuando involucran la
extremidad superior, tienen consecuencias devastadoras en la calidad de vida de los pacientes que
las sufren. A pesar de presentar una incidencia limitada (menos del 2% de traumatismos en la
extremidad superior atendidos en primer nivel) la poblacion afectada es en su mayoria
econdmicamente activa, compuesta mayormente por varones jovenes encargados del ingreso y
manutencion familiar. Se estima que en Estados Unidos, existe una prevalencia de personas con
LNP que se acerca a 20 millones de habitantes, implicando un gasto gubernamental aproximado de
150 mil millones de dolares. Las manifestaciones de esta patologia son tan variadas y van desde un
déficit motor leve hasta paralisis completa, e incluyen casos con dolor neuropatico intratable. Se
han desarrollado diversas estrategias terapéuticas para modular o favorecer la reparacion nerviosa
y evitar secuelas, la mayoria de estas intervenciones, sin éxito hasta el momento, se han hecho
unicamente en contextos experimentales teniendo como objetivo guiar el cono de crecimiento
nervioso en sentido distal y modular la cicatrizacién que podria impedir el transito adecuado de los
axones hacia el sitio de inervacidon distal. Por lo anterior resulta pertinente proponer otras
alternativas.

OBJETIVO. Evaluar el efecto de una matriz acelular compuesta por submucosa de intestino de
cerdo (Oasis) sobre funcién motora y la cicatrizacién en un modelo experimental de defecto
nervioso ciatico en ratas.

MATERIAL Y METODOS. Se utilizaron 24 ratas Wistar, hembras, con peso de 250 a 300 g. Los
animales fueron sometidos a un modelo de lesion traumatica de nervio ciatico derecho por seccidén
directa en tercio medio del nervio bajo microscopio de operaciones. Inmediatamente después de la
lesion se realizd reparacidon nerviosa con técnica microquirirgica. Se formaron dos grupos de 12
ratas cada uno: al primer grupo o grupo control no se le realizé otra intervencion ademas de la

neurorrafia; al segundo grupo o grupo intervenido ademds de la neurorrafia realizada se le adiciond



una lamina de submucosa de intestino de cerdo (Oasis) de 5 x 7mm con conformacion tubular
enrollada sobre el sitio de reparacion nerviosa. Las extremidades posteriores izquierdas no se
sometieron a ninguna manipulacion. La funciéon motora fue evaluada a diferentes tiempos como
sigue: antes del procedimiento quirurgico, 1 semana después del procedimiento e inmediatamente
antes del sacrificio a 6 semanas (tiempos cortos) o 14 semanas (tiempos largos) para evaluar el
proceso de cicatrizacion con técnicas histologicas. El tejido fue procesado para su analisis
histolégico utilizando la técnica de hematoxilina y eosina asi como tricromico de Masson para
determinar el grado de fibrosis (contenido de coldgena y su distribucién), la conformaciéon de las
vainas de mielina y distribucion de células de Schwann. Se realizaron tinciones con plata de
muestras seleccionadas. Se determinaron mediante balanza analitica los pesos de los musculos
gastrocnemios y s6leo de cada una de las extremidades intervenidas quirtirgicamente y de las
extremidades contralaterales.

RESULTADOS. Los resultados de la evaluacion funcional mostraron que los animales con y sin
tratamiento se recuperan de manera similar a las 6 semanas después del dafio, mientras que los
animales tratados con submucosa evaluados a largo plazo (14 semanas) presentan una mayor
recuperacion funcional (p<0.05) al ser comparados con el grupo de animales no tratados (ANOVA
de medidas repetidas). Por otra parte, los resultados de la evaluacion histoldgica, mostraron que no
hay diferencias significativas entre los grupos a los que se adicion6 submucosa (Oasis) comparados
con aquellos a los que so6lo se les realizé neurorrafia tanto en los animales sacrificados a 6 semanas
como en los animales sacrificados a 14 semanas (prueba ¢ para muestras independientes). Este
analisis histologico evidencié, en ambos grupos, infiltrado inflamatorio, fibras de coldgena
principalmente en la zona del corte del nervio, vainas de mielina con datos de degeneracion asi

como granulomas rodeando los puntos de sutura adyacentes al perineuro.

CONCLUSIONES. El uso de submucosa de intestino de cerdo (Oasis) favorece la recuperacion

motora solamente a tiempos largos (14 semanas), sin embargo no evita la degeneraciéon muscular ya



que no se observan diferencias en musculos de la pantorrilla de la rata Wistar a las que se les realizé
neurorrafia simple comparadas con aquellas a las que se adiciondé submucosa de cerdo (Oasis) en
ninguno de los tiempos de estudio. Finalmente el analisis histoldégico indica que el grado e
intensidad de cicatrizacion perineural es similar en los grupos tratados y no tratados con submucosa
de intestino de cerdo, evaluando esto tanto a las 6 semanas después del dafio para tiempos cortos

como a las 14 semanas después del daio para tiempos largos.



3 ANTECEDENTES
3.1 EPIDEMIOLOGIA DE LA LESION TRAUMATICA DE NERVIO PERIFERICO.

A pesar de contar con una incidencia relativamente baja, constituyendo el 1.64% de las lesiones de
extremidad superior atendidas en primer nivel, la poblaciéon afectada por esta patologia es en su
mayor parte econdmicamente activa, ya que el 83% de los afectados son menores de 55 afos y de
estos el 50% son varones [Taylor, et. al. 2008]. La mayoria de estas lesiones son de origen
traumatico, siendo consecuencia de accidentes de transito menores, accidentes en el hogar o
accidentes laborales [Ciaramitaro, et. al. 2010]. Los nervios més comunmente afectados son el
nervio radial en la extremidad superior y el nervio peroneo en la extremidad inferior [Noble, et. al.
1998].

En Estados Unidos, se estima que cada afio, aproximadamente 360,000 personas sufren una lesion
de nervio periférico siendo esta una causa de discapacidad de por vida [Romero-Ortega, 2015]. Esto
ocasiona una prevalencia de personas con LNP que se acerca a 20 millones de habitantes,
implicando un gasto gubernamental aproximado de 150 mil millones de ddlares. Las
manifestaciones de esta patologia son tan variadas y van desde un déficit motor leve hasta paralisis

completa, e incluyen casos con dolor neuropatico intratable [Grinsell, et. al. 2014].

En México no existen informes exactos de la incidencia y la prevalencia de las LNP. Se reporta por
Castillo-Galvan, et. al. [2014], que en el periodo entre 2008 y 2012, de entre 11,998 pacientes
atendidos por traumatismos en un Hospital Universitario de Monterrey se registraron 134 casos
(1.12%) de LNP. De estos, 62% correspondian al sexo masculino, con una media de edad de 27
afios habiendo sufrido lesion completa al menos en la mitad de los casos (51%) mediante
mecanismo punzocortante. Es importante destacar que anatomicamente el sitio mas afectado fue el

plexo braquial, y de éste el nervio cubital fue el nervio mayormente afectado.

Los antecedentes epidemioldgicos sefialan claramente que las LNP son un problema con una

incidencia cada vez mayor, que tiene repercusiones econdmicas y sociales muy importantes; sin



embargo, hasta la fecha se cuenta Gnicamente con tratamientos que brindan efectos terapéuticos
limitados. A este respecto, un metaanalisis para valorar la evolucidn tras el tratamiento de lesiones
de nervio periférico establecié que se obtiene un resultado motor satisfactorio s6lo en la mitad
(51.6%) de los casos y un resultado sensitivo satisfactorio so6lo en el 42% de los casos. Los

resultados mas pobres se observaron en pacientes mayores de 40 afios [Ruijs, et. al. 2005].

3.2 ANATOMIA DEL NERVIO PERIFERICO.

Los nervios periféricos estdn constituidos por extensiones axonales que conectan el sistema
nervioso central (cerebro y médula espinal) con el resto del cuerpo para mantener la homeostasis,
mediar la sensibilidad, el movimiento y la coordinacion [Snell. 2009]. Los componentes celulares
del nervio periférico incluyen células de Schwann, fibroblastos, células de linaje endotelial y
macrofagos [Stewart. 2003]. La unidad funcional més pequefia en el nervio periférico es la fibra
nerviosa, la cual puede estar mielinizada o no mielinizada. Las fibras nerviosas no mielinizadas se
componen de varios axones los cuales se encuentran envueltos por una sola célula de Schwann; en
cambio las fibras nerviosas mielinizadas se componen de un solo axéon envuelto de manera
individual por una sola célula de Schwann. La membrana de esta célula de Schwann se enrolla
alrededor de esta fibra nerviosa para formar una vaina de mielina multilaminada. El axén de las
fibras mielinizadas estd cubierto en todo su trayecto por multiples células de Schwann colocadas
extremo con extremo. La distancia del axon cubierta por una sola célula de Schwann es llamada
internodo. Los pequefios espacios no mielinizados entre los extremos de las células de Schwann
son conocidos como nodos de Ranvier [Flores, et. al. 2010]. Los nervios sensitivos y motores en el
cuerpo humano forman una estructura en forma de cordén blanquecino, compuesta por estos haces
de axones mielinicos y amielinicos embebidos en una matriz colagenosa. Este tejido conectivo local
funciona como soporte: el endoneuro compuesto por gruesas fibras de coldgena rodeando cada fibra
mielinica individual o grupo de fibras amielinicas, a su vez formando fasciculos al ser rodeadas por

una vaina de tejido conectivo denso y delgado conocido como perineuro [Menorca, et. al. 2013;
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Romero-Ortega, 2015]. Cada fasciculo individual se encuentra envuelto por lo que se conoce como
epineuro interfascicular o interno. El conjunto de fasciculos a su vez es rodeado por el epineuro
extrafascicular o externo, el cual funciona como la cubierta final del tronco de nervio periférico

[Flores, et. al. 2010].

3.3 FISIOPATOLOGIA DE LA LESION TRAUMATICA DE NERVIO PERIFERICO.

La comunicacién con el medio ambiente se lleva a cabo a través de drganos sensitivos o efectores
que llevan sefiales desde y hacia el sistema nervioso central a través de nervios periféricos. Esta
localizacion hacia la periferia de dichas estructuras especializadas las pone en riesgo de lesionarse.
De manera general la etiologia principal de LNP son los traumatismos, ocupando frecuencias
mucho menores las patologias tumorales, reumatolégicas o isquémicas de diversos tipos.
Clasicamente la lesion de los nervios periféricos de acuerdo a Seddon [1942] se ha clasificado en: a)
neuropraxia (s6lo dafio a la vaina de mielina sin pérdida de la continuidad axonal), b) axonotmesis
(pérdida de la continuidad axonal pero preservacion de las capas de tejido conectivo periaxonales) y
¢) neurotmesis (seccion completa del nervio). Sunderland [1951] posteriormente amplio la
clasificacion: I, II, III, IV, y V; siendo I equivalente a neurapraxia, II correspondiendo a
axonotmesis sin dafio a endoneuro, perineuro o epineuro, III siendo una axonotmesis con dafio a
endoneuro, IV axonotmesis con dafio a perineuro, y V equivalente a neurotmesis, es decir seccion
completa del nervio. McKinnon [1989, 1991] agregd otro grado de lesion; la lesion tipo VI
correspondiente a lesiones mixtas o distintos grados de lesion nerviosa en un segmento. Cualquier
ruptura o defecto de la membrana lipidica bilaminar del ax6n o de la neurona conduce a una
cascada de muerte celular programada, a menos que sea rapidamente reparada. Los cambios en el
muidn proximal varian en base a la localizacion de la lesion en relacion al cuerpo neuronal y a la
severidad del dano. La lisis del muién proximal tipicamente progresa de manera limitada al primer
nodo de Ranvier proximal; sin embargo, si el sitio de lesiéon es muy proéximo al soma neuronal,

puede ocurrir apoptosis [Menorca, et. al. 2013].
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Después de un evento traumatico, la zona de lesidon se extiende tanto proximal como distalmente.
CAMBIOS EN EL CUERPO NEURONAL: los cuerpos celulares y los axones proximales
desconectados entran a un proceso llamado cromatdlisis [Bittner, et. al. 2000]. El cuerpo neuronal y
el nucléolo aumentan de volumen; el ntcleo se coloca de manera excéntrica y se observa disolucion
de los cuerpos de Nissl [Flores, et. al. 2000]. En este proceso, la maquinaria genética de la célula se
altera para enfocarse en la regeneracion del fenotipo; las proteinas asociadas con crecimiento sufren
regulacion a la alza y las proteinas involucradas en el mantenimiento del didmetro neuronal sufren
regulacion a la baja. Si el axén eventualmente alcanza su érgano blanco y se requiere la maduracion
neuronal, entonces la expresion génica y el fenotipo de la neurona se revertirdn de nuevo desde un
estado regenerativo a uno de mantenimento [Menorca, et. al. 2013]. Algunas horas después de la
lesion, los axones muestran multiples brotes de regeneracion; pueden observarse hasta 50-100
brotes (a partir del nodo de Ranvier proximal a la lesién) que al madurar constituyen un cono de
crecimiento que se elonga en respuesta a sefiales provenientes de tejidos locales y de blancos
efectores motores y sensitivos (factores neurotroficos y neurotropicos) [Grinsell, et. al. 2014].
CAMBIOS EN EL SITIO DE LESION Y DISTALES: inician casi inmediatamente. Constituyen la
mayor diferencia en comparacién con otros tejidos. El proceso de degeneracion que ocurre desde el
sitio de trauma hasta el mecanismo efector (motor o sensitivo) que se encuentra a cierta distancia en
sentido distal se conoce como degeneracion Walleriana [Waller. 1850]. Inicia 24 a 48 horas después
de la lesion. Las células de Schwann proliferan en el sitio de la lesion fagocitando los restos
axonales y de mielina hasta que solo permanecen, encontrandose vacios, los tubos endoneurales de
tejido conectivo por donde viajaban los axones [Grinsell, et. al. 2014]. Asimismo, se reclutan
macrofagos a la zona los cuales participan en la remocion de restos tisulares, ademas secretan
factores de crecimiento que estimulan a su vez a las células de Schwann y la proliferacion de
fibroblastos. Las células de Schwann tapizan estos conductos endoneurales y adoptan una
conformacion paralela al eje mayor del axdn conformando las llamadas bandas de Bungner

[Menorca, et. al. 2013].
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PROCESO DE CICATRIZACION NERVIOSA: Multiples extensiones axonales se elongan a partir
del cono de crecimiento hasta que logran conectarse a un efector distal (placa motora o receptor
sensitivo). Si estos conos de crecimiento no alcanzan un efector o logran introducirse en un cono
endoneural continuardn creciendo de manera desorganizada produciendo un neuroma, el cual se
manifiesta clinicamente por una protuberancia dolorosa en el trayecto del nervio [Siemionow.
2009]. Se ha demostrado que la regeneracion axonal se vuelve mas desordenada cuanto mas severa
es la lesion. Esto resulta en menos axones alcanzando su organo blanco debido a la cicatrizacion

exacerbada y a una regeneracion axonal menos efectiva después de la lesion nerviosa [Pan, et. al.

2003].

Aunque pueden existir diferencias de acuerdo al tipo de lesion, desde 1943 [Seddon, et. al. 1943]
se establecid que la velocidad de regeneracidon nerviosa en humanos es de lmm/dia bajo
condiciones Optimas. Se acepta que en mamiferos menores la velocidad es mayor. Esta velocidad
de regeneracion puede traducirse en una recuperacion funcional muscular total si la reinervacion se
lleva a cabo antes de la reabsorcién de la placa motora. De manera general, en los principales
grupos musculares se habla de una denervacion muscular antes de 18 meses. Por lo tanto un
segmento proximal de nervio periférico que crezca en sentido distal pero que esté muy alejado del
organo blanco no alcanza la regeneracion hacia la placa motora antes de que ésta se haya
reabsorbido [Grinsell, et. al. 2014]. Los receptores sensitivos terminales, tales como corpusculos
de Paccini, corpusculos de Meissner y células de Merkel pueden permanecer hasta 2-3 afios sin ser
reinervados después de la lesion; de tal manera que la funcidn nerviosa sensitiva puede recuperarse
incluso después que la funcién muscular se ha perdido de manera permanente [Menorca, et. al.

2013].

3.4 EVOLUCION Y PRONOSTICO DE LAS LESIONES DE NERVIO PERIFERICO.

Si bien las lesiones de nervio periférico no comprometen la vida, sus secuelas pueden disminuir de

manera dréstica la calidad de vida de los pacientes; esto motiva las investigaciones para modular la
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regeneracion nerviosa [Kang, et. al. 2011]. La reinervacion no es sinénimo de recuperacion
funcional completa; ademas la recuperacion completa es la excepcion de la regla. La presencia de
un tubo endoneural intacto implica un resultado mas favorable, condicion que sélo estd presente en
los grados mas leves de lesion. Las lesiones nerviosas mas severas no sélo presentan una ruptura o
disrupcion brusca del tubo endoneural que hace més dificil la formacion de bandas de Bungner
apropiadas, sino que también tienen mayor formacion de tejido cicatrizal que significa un
impedimento considerable para el cono de crecimiento, lo que conduce a una extension

desorganizada del cono axonal [Menorca, et. al. 2013].

A pesar de refinamientos en la técnica quirtirgica y un mayor conocimiento de la topografia interna
de los nervios periféricos, el manejo de las lesiones de nervio periférico contintia siendo un desafio
clinico. Puesto que los adelantos en técnica microquirirgica han alcanzado una meseta y los
resultados de la reparacion nerviosa por lo regular no son totales, especialmente en las
reparaciones tardias; las investigaciones se estdn enfocando en la manipulaciéon de la respuesta
fisiopatoldgica en la lesion y regeneracion del nervio periférico para mejorar la evolucion clinica

[Flores, et. al. 2010].

3.5 TECNICAS DE REPARACION DE NERVIO PERIFERICO.

En la actualidad, las lesiones de nervio periférico continian siendo un reto mayor para los
cirujanos reconstructivos. El conocimiento profundo de la anatomia, la fisiopatologia y las técnicas
de reconstruccion son un requisito para su manejo adecuado. El procedimiento mas sencillo es la
reparacion primaria o directa de los extremos nerviosos. La aproximacion y unién de los extremos
se puede llevar a cabo por varias técnicas; la mas usada habitualmente es la aproximacion con
material de sutura sintético [Siemionow. 2009]. Cuando la reparaciéon nerviosa no puede llevarse a
cabo sin demasiada tensidn, se requieren injertos nerviosos interpuestos o técnicas de tubulizacion
que consisten en la colocacion de una estructura tubular entre los extremos del nervio que no

lograron aproximarse. El estdndar de oro actual para el puenteo de defectos nerviosos es el
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autoinjerto nervioso: un segmento de nervio obtenido de otro sitio del mismo paciente y colocado
como un puente en la brecha [Siemionow. 2009]. Sin embargo, las desventajas de este abordaje
tales como la morbilidad del sitio donador y la cantidad y longitud limitadas de material para
injerto ha motivado la busqueda de medios alternativos para la reconstruccion de defectos
nerviosos. El uso de aloinjertos nerviosos, de origen cadavérico humano y requiriendo
inmunosupresion sistémica al menos hasta la integracion del injerto se ha limitado a lesiones
severas y pérdidas extensas de tejido nervioso [Ray, et. al. 2010]. Las técnicas de tubulizacién (o
entubulado) con conductos naturales o artificiales son aplicables como una alternativa para el
puenteo de defectos nerviosos cortos de tamafio no critico, actualmente no mayores de 3cm, sin las
morbilidades asociadas a la procuraciéon de injertos nerviosos autélogos [Siemionow. 2009]. El uso
de estos conductos en defectos de mayor tamafio produce resultados funcionales muy limitados
[Moore, et. al. 2009]. Otra aplicacién de estos conductos nerviosos es el servir como proteccion al
sitio de lesion nerviosa envolviéndolo después de haber sido reparado aunque no exista una brecha
nerviosa [Ray, et. al. 2010]. Las investigaciones actuales sobre reparacion nerviosa se enfocan en
el nivel de las ciencias basicas incluyendo induccion de tolerancia y minima inmunosupresion para
los aloinjertos nerviosos, terapias de soporte celular para la reparacién y disefio de conductos

nerviosos por medio de bioingenieria [Siemionow. 2009].

3.6 METODOS PARA FAVORECER LA REGENERACION DE NERVIO PERIFERICO.

Se han realizado multiples esfuerzos por modular o favorecer la reparacion nerviosa y evitar las
secuelas. La mayoria de estas intervenciones se han hecho tnicamente en contextos experimentales
teniendo como objetivo guiar el cono de crecimiento nervioso en sentido distal y modular la
cicatrizacion que podria impedir el transito adecuado de los axones hacia el sitio de inervacion
distal [Pabari, et. al. 2014]. En la actualidad no existe una modalidad clara para aumentar la
velocidad o la calidad con la cual se regenera un nervio. Muchos productos de origen natural y

sintético han sido aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) en Estados Unidos; sin
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embargo los estudios clinicos prospectivos aleatorizados son limitados para sustentar mayor
seguridad o eficacia de cualquiera de ellos. Es de llamar la atencion la dificultad para comparar
estas modalidades entre si debido al enfoque y limitaciones de cada estudio; fundamentalmente la
falta de protocolos estandarizados de evaluacion [Kehoe, et. al. 2012].

La mayoria de las investigaciones recientes en el campo de regeneracidon nerviosa periférica han
enfatizado el envolver (entubular) los mufiones nerviosos distal y proximal (del nervio seccionado)
en intima oposicidn utilizando un conducto tubular no neural fabricado con materiales naturales o
sintéticos. El efecto deseado de la “entubulacidon” es: incrementar a) el nimero, b) velocidad y c)
longitud de los axones regenerados [Kehoe, et. al. 2012]. La concentracion de agentes neurotroficos
en el sitio de la reparacion se considera critica para la regeneracion nerviosa. El mecanismo por el
cual estos factores de crecimiento estimulan la reparacion axonal no esta claro, ni el tiempo propicio
para sus efectos, aunque muchos de estos factores de crecimiento y citocinas son liberados en los
tejidos adyacentes después de una lesion nerviosa [Ray, et. al. 2010]. En teoria, una brecha en el
sitio de reparacion nerviosa deberia permitir a los axones identificar al 6rgano blanco de manera
correcta; las investigaciones han mostrado que la reparacion nerviosa Optima requiere nervios
coaptados en estrecho contacto, sin brechas y con alineacion correcta. Finalmente, la habilidad de
ciertas glicoproteinas de membrana axonales para atraer de manera preferencial axones motores o
sensitivos se ha investigado como una posibilidad para guiar la regeneracion nerviosa. El conducto
nervioso ideal creado por bioingenieria debe ser capaz de estimular la regeneracion, bloquear la
invasion de tejido cicatrizal y autodegradarse cuando ya no sea necesario [Kehoe, et. al. 2012; Ray,

et. al. 2010].

3.7 SUBMUCOSA DE INTESTINO DE CERDO: CARACTERISTICAS.

Se ha estudiado el efecto de envolver un sitio de reparacion nerviosa primaria en nervios motores de
rata con un conducto nervioso bioabsorbible. Los conductos nerviosos constituidos por coldgena no

han mostrado mejor funcion motora comparados con los controles; sin embargo algunos estudios
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han mostrado disminucion en la formacion de tejido cicatrizal perineural. Esto ultimo, tedricamente,
podria traducirse en el efecto funcional en el ser humano ya que en este caso la formacion de
cicatriz es mucho mas evidente que en las ratas [Lee, et. al. 2014]. El uso de tejido submucoso de
intestino delgado de cerdo (SIS por sus siglas en Inglés: Small Intestinal Submucosa) fue
descubierto e identificado en el Centro de Ingenieria Biomédica de la Universidad de Purdue en el
afio de 1987. En un principio se habia probado el uso de un injerto vascular compuesto de intestino
de cerdo, pero éste fracaso a las pocas horas de haberse implantado, porque las enzimas producidas
por el material intestinal absorben las suturas. Se removieron gradualmente algunas capas del
intestino delgado antes de implantarlas para investigar el espesor Optimo para los injertos. Se
encontr6 que el material compatible injertado era el de una sola capa de intestino delgado, trasliicida
y fuerte. Se utilizd6 submucosa de intestino delgado produciendo un injerto vascularizable que se
incorporara a las células huésped por su gran contenido de matriz extracelular. En su forma
comercializada, la matriz de colagena derivada de submucosa de intestino de cerdo (OASIS®;
Cook Biotech, West Lafayette, Estados Unidos), se propone como una matriz tridimensional de
0.15mm de grosor similar a la dermis en estructura y contenido [Isaac, et. al. 2012];
constituyéndose en su mayor parte (90%) por colagena tipo I y III y siendo biocompatible y no
inmunogénica [Shim, et. al. 2015]. Sobre este rubro de biocompatibilidad, existen resultados
contradictorios; Petter-Puchner y colaboradores [Petter-Puchner, et. al. 2006] estudiaron el efecto de
la submucosa de intestino de cerdo en un modelo de reparacion de hernias ventrales en ratas
Sprague-Dawley utilizando un producto comercializado (Surgisis Gold, Cook Medical). Los autores
concluyen que la submucosa de intestino de cerdo produce abscesos, cadpsulas y seromas en todas
las muestras; el estudio histologico reveld lesiones necrdticas liticas y una respuesta inflamatoria
severa en los tejidos adyacentes. Por otro lado, se ha demostrado que la submucosa de intestino de
cerdo procesada (OASISe) contiene componentes de matriz extracelular intactos y activos como
glucosaminoglucanos (i.e. 4cido hialurénico), proteoglicanos y fibronectinas; y que libera y

promueve la liberacion de factores de crecimiento tales como factor de crecimiento de fibroblastos
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(FGF) y factor de crecimiento transformante beta (BTGF) [Niezgoda, et. al. 2005], teniendo como
consecuencia una granulacion y epitelizacion aceleradas cuando se ha utilizado en areas cruentas o
heridas [Isaac, et. al. 2012]. Su uso ha sido tan variado en situaciones tales como perforaciones
nasales septales [Ambro, et. al. 2003], reperaciones de hernias en campos quirurgicos
contaminados [Franklin, et. al. 2004], material de refuerzo en cirugia gastrica y gastrointestinal
[Kini, et. al. 2001], cirugia reconstructiva uroldgica [Mantovani, et. al. 2003; Fiala, et. al. 2007],
ginecoldgica [Rutner, et. al. 2003] y en ulceras venosas por insuficiencia vascular [Mostow, et. al.
2005]. Las caracteristicas fisicas de la submucosa de intestino de cerdo procesada se resumen en la

Tabla 1 [Shi, et. al. 2013].

Tabla 1. Caracteristicas fisicas de la submucosa de intestino de cerdo.

Adaptado de Shi, et. al. 2013.

Grosor 0.05 a 0.22mm

Ultraestructura Poros que varian de 20-30pum

Fuerza mecanica 20.6MPa (seca)
7.2MPa (humeda)

Retencion de sutura 0.5N (seca)
0.7N (humeda)

Coeficiente de difusion de O, 7x10% = 2x107° cm? /s

Estructura de las fibras Unica, proyeccién paralela al eje mayor del
intestino
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3.8 SUBMUCOSA DE INTESTINO DE CERDO: EFECTO SOBRE LA CICATRIZACION DEL
NERVIO PERIFERICO.

La submucosa de intestino de cerdo procesada es una membrana acelular que actia como un
andamio absorbible rellenando la brecha entre los cabos del nervio y puede funcionar de esta
manera como guia nerviosa. Sin embargo no se ha estudiado su efecto en el patrén de cicatrizacion
y s6lo se ha demostrado histolégicamente un aumento en el nimero de axones identificables asi
como un crecimiento en direccion distal del cono nervioso proximal [Smith, et. al. 2004]. Se estudid
el efecto de la submucosa de intestino de cerdo sobre la cicatrizacién nerviosa en un modelo de
conejos New Zealand a los que no se les realizd neurotomia; s6lo se diseco el nervio y se envolvid
con la preparacion de submucosa tubular con una longitud de 1em y un didmetro interno de Smm.
Los autores concluyeron que el material de experimentacion se encuentra presente aun 6 meses
después del procedimiento y que no desencadena una respuesta granulomatosa [Kokkalis, et. al.
2010]. En algunos estudios se ha evaluado el efecto de la submcuosa de intestino de cerdo, obtenida
y procesada por los investigadores involucrados y comparandola con conductos de silicon y
conductos de poli(caprolactona-co-lactido) para brechas de Smm y 15mm en nervio cidtico de ratas
Sprague-Dawley encontrando como resultado una mejor respuesta motora y mayor proporcion de
axones mlielinizados comparado con el grupo control [Yi, et. al. 2013], asi como mayor proporcion
de células de Schwann y expresion de neurofilamento en el grupo al que se le coloco el conducto
nervioso constituido por submucosa de intestino de cerdo [Shim, et. al. 2015]. De esta manera los
reportes experimentales de la submucosa de intestino de cerdo se han basado en la reparacion del
nervio a través de una brecha o defecto, determinando entre otros aspectos generacion axonal
(inmunohistoquimica NF para neurofilamentos) y cobertura por células de Schwann
(inmunohistoquimica con anticuerpos S100A1); pero no en las caracteristicas histomorfologicas de
los tejidos cicatrizales endoneurales, epineurales y perineurales.

Estas aplicaciones experimentales de la submucosa de intestino de cerdo se resumen en la Tabla 2.

Es de llamar la atencidon, asimismo, que esta matriz extracelular se comercializa como un
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dispositivo para proteger coaptaciones nerviosas primarias en las que no existe brecha nerviosa; sin
embargo, la referencia bibliografica que se utiliza para sustentar dicha indicacion se refiere a un

conducto venoso autdlogo en un modelo de compresion nerviosa en ratas [Xu, et. al. 2000].

Tabla 2 Afo  Origen de la Grupo Brecha  Modelo  Observaciones
submucosa control animal
Smith 2004 Procesada Vs. Brecha 10mm Sprague Aumento en el
et. al. por los autores no reparada -Dawley numero de axones
identificables
Kokkalis 2010 Comercializada, Autocontrol, Sin Conejos Presente a los 6
et. al. Axogen contralateral  defecto meses
o brecha Sin granulomas
Yiet.al. 2013 Procesada Vs. Silicon Smm Sprague  Mejor respuesta
por los autores -Dawley motora
Axones
mielinizados
Shim 2015 Procesada Vs. Silicon [5mm Sprague Mayor proporcion
et. al. por los autores Vs. -Dawley de células de
Policapro- Schwann
lactona
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3.9 METODOS PARA EVALUAR LA REGENERACION DE NERVIO PERIFERICO EN
MODELOS EXPERIMENTALES.

3.9.1 EVALUACION MORFOLOGICA.

Para evaluar los cambios histomorfologicos ocasionados por la lesién y reparacion nerviosa en
nervio periférico se han utilizado tanto microscopia dptica como microscopia electrénica de barrido.
En la actualidad, se considera que la sensibilidad de la microscopia electrénica provee una
profundidad de campo no lograda con técnicas mas convencionales. Algunos autores prefieren el
procesamiento de las muestras al incluirlas en resinas epoxicas ya que no se obtienen tan buenos
resultados con las tinciones y fijaciones con plata u osmio y la inclusion en parafina [Orgel, et. al.
1980]. A pesar de que desde hace varias décadas se han utilizado técnicas incluso més novedosas
que la microscopia electronica para valorar la regeneracion nerviosa, tales como analizadores de
particulas, los aspectos fundamentales de la regeneracion se pueden establecer con microscopia
optica y tinciones convencionales; por ejemplo, la orientacioén de las fibras nerviosas en relacion al
eje longitudinal del nervio [Mackinnon, et. al. 1985]. El patron morfologico de las LNP se ha
caracterizado de manera extensa en modelos de estudio en los que la lesién es por intoxicacion;
aunque parecen haber cambios correspondientes asimismo a una lesion traumadtica. En lo que
respecta al cuerpo neuronal, los cambios se manifiestan en forma de alteraciones citoplasmicas tales
como vacuolizacién, incremento de los cuerpos densos, agregados de neurofilamentos y
cromatolisis. Por lo regular, los cambios son mdas avanzados distalmente; en microscopia Optica
estos cambios se manifiestan como aumento de la tinciéon axopldsmica, incremento de densidades
multifocales, regiones de edema axonal y detritus. Las fibras afectadas, axones y vainas de mielina,
son degradadas y fagocitadas por células de Schwann y macréfagos; esto indica un estado avanzado
de la degeneracion Walleriana. En las etapas ultimas (40 dias después de una lesion por
intoxicacion) se aprecian las bandas de Bungner; estas bandas representan columnas organizadas de

células de Schwann proliferantes y son un requisito para la regeneracion axonal [Jortner. 2000]. De
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acuerdo a lo anterior, cuando las diferencias morfoldgicas son evidentes, existen métodos
relativamente sencillos para evaluar los cambios ocurridos en el nervio periférico después de una
lesion; por ejemplo la evaluacion semicuantitativa cuantifcada con cruces (+, leve; ++, moderada;
+++, severa) tomando en cuenta la identificacion de hematomas internos, células inflamatorias,
axones y fibras nerviosas dafiadas, células espumosas, vasos sanguineos endoneurales preservados y
cualquier otro evento morfologico visible que pueda ser cuantificado. Por lo regular, el examinador
selecciona y digitaliza aquellas imdgenes con apariencia mas adecuada para el andlisis [Mazzer, et.

al. 2008].

3.9.2 EVALUACION FUNCIONAL.

Ademas de las evaluaciones morfologicas, algunos autores han evaluado la reparacion nerviosa
mediante la determinacion de la marcha del animal de experimentacion en estudio [De Medinaceli,
et. al. 1982]. La prueba se basa en el analisis de las huellas de los especimenes durante la marcha
mientras atraviesan un tramo estrecho predeterminado con el extremo distal de las extremidades
teflidas. Desafortunadamente, los factores individuales y motivacionales pueden interferir en la
determinacion de la marcha. En los animales que toleran el peso s6lo de manera parcial o con poca
aposicion plantar, las mediciones de angulos y zancadas son casi imposibles. Por esta razon el
analisis de marcha con registro de huella plantar puede no ser o6ptimo en ciertas circunstancias
[Sedy, et. al. 2008]. Una alternativa a la prueba anterior, es la evaluacién de la marcha sobre malla
(prueba de fallas de pisada), la cual es muy sensible para evaluar la coordinacion sensitiva y motora
de las extremidades anteriores y posteriores asi como las vias motoras descendentes de las
extremidades. Se permite a los animales cruzar un mallado de 1-1.2m de longitud con orificios cuyo
diametro es irregularmente asignado (0.5-5cm de didmetro); la malla se sostiene entre dos barras
metalicas y se cuantifica el numero de fallas en la pisada cometidas. Puede usarse también malla de
cerca de jardineria (3x3 pies) sostenida en un marco de metal. El cruce del mallado requiere que los

animales coloquen de manera certera sus extremidades posteriores en las barras. Se ha descrito un

22



método més sencillo: un mallado de 40x35cm, suspendido entre dos barras a 2cm sobre el suelo y
con orificios regulares de 2.5x2.5cm. Se cuantifican las fallas completas y parciales de la pisada
(falla parcial: el animal retrae la extremidad al momento de meterla en el orificio). Se obtiene un
porcentaje de falla en pisada: las fallas parciales cuentan 0,5 y las completas 1. Se suman y se

dividen entre el nimero total de pisadas, multiplicando el resultado por 100 [Sexton, et al. 2015].

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cudl es el efecto de la matriz acelular constituida por submucosa de intestino de cerdo sobre la

cicatrizacion del nervio ciatico en la rata?

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta ahora no se cuenta con una estrategia quirtirgica que mejore la funcion y cicatrizacion de los
nervios periféricos después de una lesion, se ha reportado que el uso de la submucosa de intestino
de cerdo (SIS) puede generar un beneficio terapéutico, sin embargo no existe evidencia clara al

respecto.

6. JUSTIFICACION

A pesar de las técnicas de reparacion realizadas de manera meticulosa, las secuelas de trauma a los
nervios periféricos son devastadoras para los pacientes. Debido a la escasez en el desarrollo de
técnicas quirdrgicas que brinden resultados 6ptimos, las lineas de investigacién se enfocan en la
modulacion de la respuesta fisiopatologica en la cicatrizacion del nervio periférico después de una
lesion. El conocer las caracteristicas del tejido cicatrizal que envuelve un cono de reparacion
nerviosa en cuanto a una tendencia hacia la fibrosis o la regeneracién ayudaria a aclarar los
mecanismos fisiopatologicos implicados en la reparacidon nerviosa y establecer posibles lineas de

accion terapéuticas para modular estos procesos.
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7. HIPOTESIS

Si la submucosa de intestino de cerdo (SIS) procesada favorece los procesos de reparacion y
regeneracion después de una seccion del nervio ciatico en rata, entonces observaremos mejor
desempefio funcional y menores alteraciones histopatoldgicas al ser comparadas con los animales a

los que no se les coloca dicha sustancia.

8. OBJETIVOS

8.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto de la submucosa de intestino de cerdo sobre la funciéon motora y la cicatrizacion

del nervio ciatico lesionado de rata y compararlo con el del grupo control.

8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

* Evaluar el efecto de la submucosa de intestino de cerdo sobre el desempefio funcional
utilizando la escala de asimetria de falla de pisada y compararlo con el grupo control.

e Evaluar el efecto de la submucosa de intestino de cerdo sobre la cicatrizacion del nervio

ciatico de rata utilizando diversas técnicas histologicas.

9. METODOLOGIA

9.1 CONSIDERACIONES ETICAS PARA EL USO DE ANIMALES EN LA
EXPERIMENTACION.

Nos regiremos a las estipulaciones de la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, [NOM.
1999]. Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
Asimismo utilizaremos como guias de conducta las Guias ARRIVE (Animal Research: Reporting

In Vivo Experiments) [Kilkenny, et. al. 2010].
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9.2 DISENO EXPERIMENTAL.

Se realizé un estudio experimental, aleatorizado y ciego con 24 ratas de la cepa Wistar adultas,

hembras, de 250 a 300g con libre acceso al agua y alimento.
Las ratas se dividieron en 4 grupos experimentales de la siguiente manera:

. Grupo 1 Animales con seccién y reparacidon nerviosas, sin colocacion de submucosa de

cerdo, a los que se les permitieron 6 semanas de evolucion. (n=6)

. Grupo 2 Animales con seccidon y reparacion nerviosas, con colocacion de submucosa de

cerdo, a los que se les permitieron 6 semanas de evolucion. (n=6)

. Grupo 3 Animales con seccion y reparacidon nerviosas, sin colocaciéon de submucosa de

cerdo, a los que se les permitieron 14 semanas de evolucion. (n=6)

. Grupo 4 Animales con seccién y reparacion nerviosas, con colocacion de submucosa de

cerdo, a los que se les permitieron 14 semanas de evolucion. (n=6)

Los animales fueron evaluados funcionalmente y sacrificados para evaluar el proceso de reparacion

con técnicas histologicas (ver figura 1).
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Figura 1.- Representacion esquemadtica del disefio experimental del proyecto de investigacion

desarrollado.
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9.3 DEFINICION DE LAS VARIABLES.

9.3.1 Variables de peso y edad de las ratas.

Estadistica descriptiva del grupo de estudio y estadistica inferencial para las determinaciones
experimentales en los sujetos de estudio considerando como variables dependientes e

independientes:

9.3.2 Variable Independiente: Colocacion de guia nerviosa (SIS). Categorica dicotomica.

9.3.3 Variables Dependientes:

a) Funcion motora (Escala de falla de pisada). Variable cuantitativa discreta: expresada en un rango
de 0 a 100.

b) Cantidad de coldgena. Categorica ordinal. Consenso de dos observadores mediante microscopia
optica expresada en cruces (V.gr. +, ++, +++).

¢) Determinaciéon de infiltrado inflamatorio. Categérica ordinal. Consenso de dos observadores
mediante microscopia Optica expresada en cruces (V.gr. +, ++, +++).

d) Peso muscular expresado en gramos. Variable cuantitativa continua. El peso muscular del

conjunto de gastrocnemios y soleo de la extremidad estudiada determinado por balanza electrénica.

9.4 TAMANO DE MUESTRA.

Debido a que se trata de un estudio exploratorio, y estimado en base a publicaciones de otros
investigadores se establecido como tamafio de muestra distribuido de la siguiente manera:
Evaluacion a las 6 semanas: 12 ratas.

Grupo control (n = 6); grupo experimental con submucosa de intestino de cerdo (n = 6)

Evaluacidn a las 12 semanas: 12 ratas.

Grupo control (n = 6); grupo experimental con submucosa de intestino de cerdo (n = 6)
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9.5 DESCRIPCION DE TECNICAS.

Las ratas fueron proporcionadas por el bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia,
se asignaron de manera aleatoria a uno de los cuatro grupos experimentales y finalmente se
transportaron al Laboratorio de Cirugia Experimental del Centro Médico Nacional “20 de
Noviembre” del ISSSTE donde se les realiz6 la cirugia, la neurotomia y las neurorrafias o

reparaciones nerviosas.

9.5.1 MODELO DE LESION DE NERVIO CIATICO.

Antes de realizar la cirugia, las ratas se anestesiaron, previa asepsia abdominal utilizando una
mezcla de ketamina (77.5mg/kg de peso) y xilocina (12.5mg/kg de peso) por via intraperitoneal. El
sitio quirtrgico para todas las ratas fue la region lateral del muslo derecho. Bajo anestesia general
en dectbito prono, previa tricotomia y en condiciones de asepsia y antisepsia, se realizd una
incision de 30mm en la parte posterior del muslo, perpendicular al eje longitudinal del fémur,
realizando diseccion por planos y divulsion de musculo gliteo superficial separdndolo del musculo
biceps femoral para exposicién del nervio ciatico. Después de aislar el nervio, se utilizaron asas
vasculares para ayudar con la elevacion desde el fondo del campo quirtrgico. Se utilizé irrigacion
con solucidn salina tibia durante todo el procedimiento para mantener las condiciones de humedad.
Se determiné el punto de seccion nerviosa con regla localizandolo en el tercio medio y sefialdindolo
con marcador quirdrgico permanente o violeta de genciana. Se realiz6 un corte en los puntos
marcados con tijeras microquirargicas. Las neurotomias se repararon con sutura microquirdrgica
mediante cuatro puntos de sutura epineural con nylon 10-0. En el grupo experimental un segmento
rectangular de submucosa de intestino de cerdo previamente recortado con dimensiones de 7x5mm
se enrolld sobre el sitio de reparacion nerviosa para conformar una estructura tubular cubriendo la
reparacion. El grupo control correspondidé a ratas Wistar en las cuales se provocd una lesion
nerviosa por seccion y corte en el tercio medio del nervio cidtico derecho; esta lesion se repard de

manera primaria bajo el microscopio de operaciones realizando sutura epineural con cuatro puntos
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de nylon 10-0 sin colocar la submucosa de intestino de cerdo. Ver Figura 2 paneles A, By C.

Figura 2. Panel A: Abordaje quirtrgico del nervio cidtico en extremidad posterior derecha
identificando el sitio donde se realizard la neurotomia y neurorrafia. Panel B: Seccidn nerviosa en
el tercio medio del nervio. Se procede a realizar la neurorrafia con cuatro puntos de sutura Nylon
10-0. Panel C: Neurorrafia; lamina de submucosa de intestino de cerdo alrededor del sitio de

reparacion.

9.5.2 EVALUACION FUNCIONAL DE CAMINATA EN REJILLA (GRID WALKING TEST),

ESTABLECIENDO LA FALLA DE PISADA.

La prueba de caminata en rejilla es muy sensible para evaluar tanto la funcién motora como la

sensitiva. Para realizar esta prueba, se hizo caminar a los animales de experimentacion sobre un
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mallado suspendido del suelo para valorar las fallas en la pisada de acuerdo a lo publicado por otros
autores [Sedy, et. al. 2008]. En este protocolo utilizamos un mallado de 50x50cm, suspendido entre
dos barras a 2cm sobre el suelo y con orificios regulares de 2.5x2.5cm. La prueba se lleva a cabo
cuantificando 50 pasos de cada una de las ratas. La cuantificaciéon se llevd a cabo por tres
observadores cegados al respecto del procedimiento realizado, colocados uno al frente y uno a cada
lado del mallado de evaluacion. Se cuantificaron las fallas completas y parciales de la pisada. Se
define como una falla parcial cuando el animal retrae la extremidad al momento de meterla en el
orificio sin tocar el suelo o superficie de sustentacion. Se define una falla de pisada completa
cuando la extremidad posterior evaluada entra al orificio en la gradilla y toca el piso. Con estos
datos se obtiene un porcentaje de falla en pisada mediante la siguiente férmula:

[ (Numero de fallas parciales x 1) + (Numero de fallas completas x 2) ]/ Numero de pisadas x 100.
Es decir, la suma de fallas parciales multiplicada por 1 mas la suma de fallas completas
multiplicada por 2; se suman y se dividen entre el niimero total de pisadas, multiplicando el
resultado por 100. Esta valoracion funcional se llevd a cabo antes del procedimiento quirdrgico
inicial, en el punto medio de la evolucion e inmediatamente antes del sacrificio del espécimen (Ver

Figura 3), paneles A, By C.
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Figura 3. Imagenes representativas de
la prueba de caminata en rejilla para
evaluar tanto la funcion motora como la
sensitiva. Panel A: Imagen en la que se
observa a la rata caminando sobre la
rejilla de forma correcta. Panel B y C:
Tipos de “falla” en la pisada.

9.5.3 SACRIFICIO DE LOS ANIMALES Y EXPLANTACION DEL NERVIO CIATICO.

Inmediatamente después de la ultima determinacion funcional (porcentaje en falla de pisada sobre
malla), las ratas fueron sacrificadas de manera individual. Bajo anestesia intraperitoneal en plano
profundo fueron sometidas a perfusion intracardiaca para fijacion tisular. Mediante toracotomia se
realizé canulacion de ventriculo izquierdo e instilacion manual de solucion salina para limpiar el
lecho vascular; se realizd transeccion de la auricula derecha para permitir el drenaje de la sangre
hasta permitir un total aclaramiento mediante la solucion inyectada. Se procedié a la perfusion
intracardiaca de formalina al 10%. [Kasukurthi et. al. 2009; Gage, et. al. 2012]. Se realiz6 diseccion

quirurgica cuidadosa de las regiones posteriores del muslo y gluteo derechos mediante lupas de

31



aumento (4X) y se reseco el segmento de nervio ciatico derecho extrayendo asimismo la submucosa
de intestino de cerdo en los casos en que se habia implantado; realizando al mismo tiempo
inspeccion de la zona y documentacién fotografica. Se procedid de la misma manera en la
extremidad posterior izquierda (nervio no intervenido). Los nervios extraidos se colocaron en papel
cartoncillo para mantener su orientacidon longitudinal y evitar su encogimiento y se procedid a su

inmersion en formalina al 10% durante 24 horas. Ver Figura 4.

L
N\ LA

Figura 4.- Imagen representativa en la que se muestra la forma en la cual fueron obtenidos los

tejidos que fueron analizados posterior al sacrificio.
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9.5.4 EVALUACION DE LA ATROFIA MUSCULAR.

En cada uno de los especimenes, al momento de realizar la explantacion del nervio ciatico
intervenido, se realizo la diseccion y procuracion de los musculos inervados por éste (gastrocnemios
y soleo). Se utilizé como control la masa muscular compuesta por gastrocnemios y séleo en el lado
contralateral (izquierdo) en el que no se realizd ninguna intervencion previa. Se determinaron los
pesos de los musculos utilizando una balanza analitica y se determinaron las posibles diferencias

entre los grupos estudiados. Ver Figura 5.

y
L R R N LR AR
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Figura 5.- Se extirp6 el nervio ciatico intervenido (derecho) y no intervenido (izquierdo) con la

masa muscular de gastrocnemios y soleo correspondiente de cada uno de los especimenes.
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9.5.5 ANALISIS HISTOLOGICO.

Para el estudio histologico, fragmentos de nervio ciatico de 10mm de longitud (con o sin matriz de
submucosa de intestino de cerdo) se fijaron en formalina al 10% durante 72 horas. Posteriormente
los fragmentos de tejido fueron procesados mediante la técnica histologica; por lo que estos se
deshidrataron en una serie de alcoholes graduales (60°, 70°, 80°, 96°, 96°) seguidas de dos cambios
de xilol terminando con 2 bafios de parafina, cada paso de 1 hora de duracidon. Finalmente, los
nervios fueron incluidos de manera longitudinal en un bloque de parafina; se realizaron cortes
(nervio cidtico de 10mm de longitud cada corte) a un espesor de Spum mediante un microtomo
manual. Los cortes fueron adheridos en un bafio de flotacion a portaobjetos previamente

gelatinizados.

Los cortes obtenidos fueron tefiidos con la técnica de Hematoxilina-Eosina (H-E) y la técnica
Tricrémico de Masson (Anexo 1 y 2); mientras que otro grupo de laminillas fueron procesadas con

la técnica de plata especifica para tejido nervioso Doble Impregnacion de Rio-Hortega.

El analisis histopatoldgico fue realizado por dos observadores (en estudio de tipo ciego) mediante
un microscopio Zeiss Axio Lab.l con software de digitalizacion de imagenes. Se revisaron 144
cortes de nervio cidtico (6 laminillas/animal/grupo) identificando aspectos morfoldgicos relevantes
(Figura 6) que indicaran alteraciones visibles tales como: células de infiltrados inflamatorios
(indicador de procesos agudos o croénicos), fibras nerviosas dafiadas (degeneracion Walleriana),
presencia de macrofagos (proceso de inflamacién crénica), fibras de colagena (indicador de
fibrosis), desmielinizacién (lesion primaria de mielina) y vasos sanguineos endoneurales
preservados, los cuales fueron reportados de manera semi-cuantitativa e indicados con cruces (+

leve; ++ moderada; +++ severa) [Mazzer, et. al. 2000].
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9.6 CONSIDERACIONES FINANCIERAS.

Se utilizaron recursos asignados al Laboratorio del Departamento de Neuroquimica en el Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” y del Laboratorio de Cirugia

Experimental del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” del ISSSTE en la Ciudad de México.

9.7 LUGAR DONDE SE LLEVO A CABO LA INVESTIGACION.

Los procedimientos quirrgicos iniciales, las evaluaciones de funcion motora y los cuidados de los
animales se llevaron a cabo en el Laboratorio de Cirugia Experimental del Centro Médico Nacional
“20 de noviembre” del ISSSTE. El sacrificio de los especimenes, la perfusion intracardiaca, el
procedimiento de explantacion nerviosa y el andlisis histologico de los tejidos se llevo a cabo en el
Departamento de Neuroquimica y en el Laboratorio de Patologia Experimental del Instituto

Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” en la Ciudad de México.

9.8 ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis estadistico de los datos correspondientes a evaluacion funcional (Escala compuesta de
falla de pisada) se realizé por medio de una prueba paramétrica ANOVA de medidas repetidas de
una via, siendo contrastada por la prueba de esfericidad de Mauchly, tomando como valor
significativo a p<0.05. El analisis estadistico de los datos correspondiente a peso muscular
(Variable continua expresada en gramos) se realizd por medio de una prueba T de Student para
muestras independientes, tomando como valor significativo a p<0.05. Lo anterior se realiz6é después
de corroborar que los valores mostraron una homogeneidad de varianzas determinada con la prueba
de Levene y una distribucion normal aplicando la prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov. Se

utiliz6 el programa de computo SPSS version 22.0.
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10. RESULTADOS

10.1 RESULTADOS DE LA EVALUACION FUNCIONAL.

10.1.1 Resultados del desempeiio funcional evaluado con la prueba de falla de pisada valorada

en rejilla (Composite foot fault score) a las 6 semanas.

La evaluacién funcional se realizé con la Escala compuesta de falla de pisada (Composite foot fault

score). La comparacion entre el grupo experimental (n=6) y el grupo control (n=6) en el grupo con

la evaluacion mas temprana, es decir a las 6 semanas se llevd a cabo en 4 tiempos: antes del

procedimiento quirdrgico (tiempo 0), 1 semana después del procedimiento quirirgico, 4 semanas

después del procedimiento quirurgico y 6 semanas después del procedimiento quirargico

inmediatamente antes del sacrificio del animal.

La aplicacién de ANOVA de medidas repetidas para comparar los dos grupos en cada uno de los

momentos muestra falta de significancia p=0.786; es decir sin diferencia entre los dos grupos.

Las medias y desviaciones estdndar se resumen en la siguiente tabla:

Desviacién
TABLA 3 Media estandar
Tiempo 0 Experimental 1667 40825
Control .1667 .40825
Total .1667 .38925 12
Post1Semana Experimental 7.0000 1.41421
Control 7.1667 1.16905
Total 7.0833 1.24011 12
Post4Semanas Experimental 5.3333 1.03280
Control 5.0000 .89443
Total 5.1667 93744 12
Post6Semanas Experimental 4.3333 1.50555 6
Control 4.5000 1.37840 6
Total 4.4167 1.37895 12

Se puede observar una tendencia de menor déficit funcional (Falla de pisada en rejilla) a las 6
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semanas en ambos grupos experimentales al ser comparados con el desempefio funcional 1 semana

después del evento quirtirgico. Estos resultados se muestran graficamente en la Figura 6.
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Figura 6. Grafica en la que se muestran los resultados del desempeifio funcional de los animales
evaluados con la prueba de caminata en rejilla (Grid walking test) previo a la lesion (previo) y a 1, 4
y 6 semanas después del dafio en animales control (sin mucosa) comparados con el grupo
experimental (con mucosa). Los valores estan dados en medias + E.E. ANOVA de medidas

repetidas

10.1.2 Resultados del desempeiio funcional evaluado con la prueba de falla de pisada valorada

en rejilla (Composite foot fault score) a las 14 semanas.

La evaluacion funcional se realizé con la Escala compuesta de falla de pisada (Composite foot fault

score). La comparacion entre el grupo experimental (n=6) y el grupo control (n=6) en el grupo con
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la evaluacion maés tardia, es decir a las 14 semanas, se llevd a cabo en 3 tiempos: antes del
procedimiento quirargico (tiempo 0), 1 semana después del procedimiento quirargico y 14 semanas
después del procedimiento quirirgico inmediatamente antes del sacrificio del animal.

La aplicacién de ANOVA de medidas repetidas para comparar los dos grupos en cada uno de los
momentos no fue significativa al comparar los grupos 1 semana después del procedimiento
quirtrgico; sin embargo fue muy significativa en el momento de corte final, p<0.0001.

*Se puede observar una marcada diferencia en las medias (Escala compuesta de falla de pisada) en
los dos grupos comparados a las 14 semanas comparado con la similitud de medias a la semana 1

después del procedimiento. Estos resultados se muestran graficamente en la Figura 7.
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Figura 7. Gréfica en la que se muestran los resultados del desempeno funcional de los animales
evaluados con la prueba de caminata en rejilla (Grid walking test) previo a la lesion (previo) ya 1y
14 semanas después del dafio en animales control (sin mucosa) comparados con el grupo
experimental (con mucosa). Los valores estan dados en medias =+ E.E. ANOVA de medidas

repetidas. *p<0.0001.
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10.2 RESULTADOS DE LA EVALUACION DE ATROFIA MUSCULAR.

La evaluacion de los pesos musculares del conjunto gastrocnemios y s6leo derechos se realiz6 tras
haber sacrificado cada animal y teniendo como control el conjunto gastrocnemios y soleo
izquierdos. La diferencia expresada en gramos entre los pesos de los musculos ipsilaterales al
nervio seccionado y reparado (y por lo tanto atréficos) y su control contralateral constituido por
musculo sano fue la que se comparé entre los distintos grupos.

La comparacion entre el grupo experimental (n=6) y el grupo control (n=6) en el grupo con la
evaluacion mas temprana, es decir a las 6 semanas no fue significativa tras la prueba T arrojando
una p=0.516. La comparacion entre el grupo experimental (n=6) y el grupo control (n=6) en el
grupo con la evaluacién mas tardia, es decir a las 14 semanas no fue significativa tras la prueba T
arrojando una p=0.141.

Puede apreciarse la similitud entre las medias de los grupos a los que se les agregd submucosa de
intestino de cerdo sobre el sitio de reparacion nerviosa y los grupos en que no se agregd submucosa

de intestino de cerdo sobre el sitio de reparacion nerviosa.
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Figura 7. Grafica en la que se muestran los pesos musculares del conjunto gastrocnemios y soleo de
los animales evaluados a las 6 semanas después del dafio. Ratas control (sin mucosa) comparados
con el grupo experimental (con mucosa). Los valores estan dados en medias + E.E. Prueba de T

para medidas independientes.
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Figura 8. Grafica en la que se muestran los pesos musculares del conjunto gastrocnemios y soleo de
los animales evaluados a las 14 semanas después del dafio. Ratas control (sin mucosa) comparados
con el grupo experimental (con mucosa). Los valores estan dados en medias + E.E. Prueba de T

para medidas independientes.

10.3 RESULTADOS DEL ANALISIS HISTOLOGICO.

Los resultados obtenidos del estudio histopatologico mostraron al nervio cidtico del grupo control
(6 y 14 semanas de tratamiento) en forma longitudinal con fibras nerviosas rodeadas de mielina,
presencia de algunas fibras de colagena, numerosos nucleos de células de Schwann, vasos

sanguineos endoneurales y una cdpsula de tejido conectivo formando el epineuro (Fig. 9 Ay 10 A).

41



10.3.1 Anadlisis histoldgico del grupo sacrificado a las 6 semanas.

En el grupo tratado con submucosa de cerdo a las 6 semanas, se observo un evidente infiltrado
inflamatorio con presencia de linfocitos, neutréfilos, macréfagos y numerosos mastocitos
(Fig. 9 D), méas presencia de fibras de colagena principalmente en la zona del corte del nervio,
mostrando asi los dos extremos en donde se realizd la neurotomia (Fig. 9; B y C). Las fibras
nerviosas con vainas de mielina se observan moderadamente conservadas (Fig. 9; B y C), asi como
también se encontraron algunos granulomas rodeando los puntos de sutura adyacentes al perineuro.
Resultados similares fueron observados en el grupo experimental tratado sin submucosa de intestino
de cerdo a las 6 semanas, mostrando procesos inflamatorios (Fig. 9; F y G), fibrosis inicial (Fig. 9
E), fibras nerviosas con mielina de forma conservada y granulomas rodeando los puntos de sutura

(Fig. 9; Fy G).

42



Nervio
normal

Submucosa

Submucosa

Figura 9. Fotomicrografias representativas de nervio ciatico de rata con neurotomia del grupo de 6
semanas de tratamiento; con aplicacion de OASIS (B, C y D) y sin aplicacion de OASIS (E, F y G).
A) Se observa nervio sano normal no lesionado mostrando fibras nerviosas intercaladas con nticleos
de células de Schwann y vainas de mielina. B, C y D) muestra nervios seccionados con infiltrado
inflamatorio profuso, intercalando fibras de colagena y edema intersticial. E, F y G) se observa el
sitio de lesion con restos de sutura con presencia de granulomas, infiltrado inflamatorio y fibras de

colagena. Técnica Tricromico de Masson. 40X (A, C, E y G) 20X (B), 100X (D).
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10.3.2 Analisis histoldgico del grupo sacrificado a las 14 semanas.

En los grupos experimentales evaluados a las 14 semanas (con o sin submucosa de cerdo), se
observa en el sitio de lesion, una disminucion en el infiltrado inflamatorio con presencia de algunos
mastocitos (Fig. 10; B y E), existe un evidente dafio de las vainas de mielina produciendo procesos
de desmielinizaciéon (Fig. 10; B, E y F) con significativa presencia de edema (Fig. 10; B y F),
incremento en las células de Schwann y destruccién de fibras nerviosas con una marcada presencia
de fibras de colagena formando fibrosis (Fig. 10; C, D y E). También se observo la presencia de
granulomas en regiones adyacentes a los puntos de sutura. No se observaron diferencias

histopatolégicas evidentes entre los grupos evaluados a las 14 semanas.

Nervio
normal

Submucosa

Figura 10. Fotomicrografias representativas de nervio cidtico de rata con neurotomia del grupo de
14 semanas de tratamiento; con aplicacién de OASIS (B, C y D) y sin aplicaciéon de OASIS (E, F y
G). (A) Se observa nervio sano normal no lesionado mostrando fibras nerviosas intercaladas con
nucleos de células de Schwann y vainas de mielina. En el grupo tratado con OASIS se observa
marcada fibrosis con incremento en las fibras de coldgena con restos de sutura intercalada (B, C y
D). En el grupo tratado sin OASIS se observa fibrosis con edema intersticial, con restos de

infiltrado inflamatorio. Técnica Tricromico de Masson. 200X (A, B, C, D, E y F) y 400X (G).
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Estas observaciones se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 4
Infiltrado Fibrosis Desmielinizacion
inflamatorio
6 Nervio -- -- --
semanas normal
¢/OASIS T==F + ++
s/OASIS i - T+
14 Nervio -- -- ==
semanas normal
c/OASIS + A HHE
s/OASIS + A HHE

Tabla 4. Resultados de la evaluacién morfolégica semi-cuantitativos de las alteraciones en el

nervio ciatico de rata en los diferentes grupos tratados.
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11. DISCUSION

En este estudio se demostré6 que las ratas Wistar a las que se les agregd submucosa de
intestino de cerdo no muestran una diferencia en el desempefio motor al ser evaluadas a las 6
semanas con la Escala de falla de pisada en gradilla. Es interesante la clara diferencia que
pudimos observar entre los grupos cuando se evaluaron a las 14 semanas lo que seria
consistente con lo reportado por Yi, et. al. [2013] quienes utilizando submucosa de intestino de
cerdo procesada por ellos mismos repararon brechas nerviosas de 5mm obteniendo mejores
respuestas motoras comparadas contra reparacion por medio de un cilindro de silicon; el mayor
numero de axones y mayor grado de mielinizacion al usar la submucosa de intestino de cerdo
observado por estos autores no se replicé en nuestro estudio. A este respecto llama la atencion
que este mejor desempefio motor entre los animales intervenidos en nuestro estudio no
corresponda con la masa muscular de la extremidad estudiada, ya que mostraron el mismo
grado de atrofia muscular que los controles; y los controles contralaterales estuvieron en
medias y rangos de peso esperados para animales similares de acuerdo con lo reportado por
Norenberg, et. al. [2004]. Si bien, los pesos de los grupos musculares se mantuvieron con
medias muy similares (atr6ficos en ambos grupos), no podemos asegurar que esta situacion se
mantuviera en el supuesto de llevar el experimento a etapas méas prolongadas cuando la
reinervacion a la placa motora te6éricamente ya se habria llevado a cabo y esto ocasionara una
recuperacion de masa y volumen al musculo reinervado de manera efectiva. Otra manera de
explicar la falta de correlacion entre el desempefio motor y el grado de atrofia muscular de los
animales al ser evaluados a las 14 semanas seria una reinervacién mas adecuada y mas
temprana de los receptores sensitivos en comparacion con los efectores motores. Aunque esto
pudiera explicar la situacion observada, se contrapone a lo reportado previamente en la
literatura asignando un peor pronostico de recuperacion a la funcidn sensitiva comparada con

la motora [Flores, et. al. 2010]. Por otro lado, esta explicaciéon cobraria mayor validez entre més
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avanzado es el proceso de denervacion, ya que los receptores sensitivos terminales, tales como
corpusculos de Paccini, corptsculos de Meissner y células de Merkel pueden permanecer hasta 2-3
afios sin ser reinervados después de la lesion; de tal manera que la funciéon nerviosa puede
recuperarse incluso después que la funcion muscular se ha perdido de manera permanente

[Menorca, et. al. 2013].

Es al respecto de las caracteristicas de cicatrizacion o diferentes patrones de fibrosis entre los
distintos grupos donde se hicieron las observaciones mas amplias. EI motivo principal por el
que se llevo a cabo esta investigacion fue determinar la influencia de un componente bioldgico
obtenido de tejidos de otra especie sobre la inflamacién y la fibrosis que pudieran ocurrir
alrededor de un tejido tan delicado como el nervioso. Nuestras observaciones no lograron
demostrar en ninguna medida que después de una lesion nerviosa la submucosa de intestino de
cerdo modulara la cicatrizacion. A diferencia de lo reportado por Kokkalis, et. al. [2010], cuyo
experimento consistio en la envoltura de nervios cidticos de conejo sin provocar lesion alguna y que
demostré una modulacion favorable de la cicatrizacion catalogada en su estudio como grados de
adherencias, mielinizacion y vascularizacién, en nuestro estudio la respuesta inflamatoria y
profibrética fue més bien florida y aumento6 con el paso del tiempo; sin olvidar que en su modelo no
se provocod una solucion de continuidad de los tejidos conectivos perineurales. Una posible
explicacion de la respuesta inflamatoria tan marcada en nuestro experimento seria la
incompatibilidad entre las especies (rata y cerdo). Ya se habian llevado a cabo antes
consideraciones sobre biocompatibilidad de este tipo de componentes bioldgicos, e.g. submucosa de
intestino de cerdo utilizada para reparar pared abdominal en rata, con resultados poco alentadores,
describiendo una respuesta inflamatoria extensa adyacente al tejido implantado [Petter-Puchner, et.
al. 2006]. En contraparte, aunque no se habia evaluado antes la biocompatibilidad entre submucosa
de intestino de cerdo y tejido conectivo perinerual en rata, otros autores ya habian indagado la
interaccion entre la submucosa de intestino de cerdo y células de Scwhann en un modelo in vitro,

demostrando que las células de Schwann de rata muestran adecuadas caracteristicas de adhesion,
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migracion y proliferacion sobre la superficie de un implante constituido por submucosa de intestino
de cerdo [Su, et.al. 2007]. Lo anterior nos permitiria suponer que en caso de existir alguna
incompatibilidad bioldgica probablemente ésta seria con los componentes de tejido conectivo que

envuelven al axon.

De acuerdo a lo investigado por nuestro grupo, hasta el momento no existia una evaluacion del
efecto de la submucosa de intestino de cerdo, un componente bioldgico por lo demas extendido en
las areas de reparacion e ingenieria tisular, sobre los componentes de cicatrizacion en un nervio
periférico lesionado, pero sin una brecha o solucién de continuidad para valorar su efecto protector
o promotor de una cicatrizacidon controlada en los tejidos perineurales. Consideramos que deben
llevarse a cabo mas estudios para caracterizar de manera mas precisa esta cicatrizacion perineural y

las formas de modularla.

11.1 LIMITACIONES DEL ESTUDIO.

Consideramos que se utilizé el animal de experimentacion mas adecuado para este tipo de estudios.
Esto de acuerdo a su perfil de bajo costo, manejabilidad, reproducibilidad, perfil inmunologico
favorable para aloinjertos y xenoinjertos, factible de ser anestesiado por via intraperitoneal y por la
existencia de modelos similares realizados previamente [Ijkema, et. al. 2004; Vasudevan et. al.
2013]. Asimismo, consideramos que el haber elegido el modelo de seccién nerviosa y cierre
primario sin la creacion de una brecha nerviosa fue suficiente y adecuado para valorar el
componente inflamatorio y de fibrosis.

Podemos establecer dos limitantes del estudio. A pesar de que la evaluacion motora se realizo en la
situaciéon mas controlada posible, no se pudo evaluar la funcién motora mediante pruebas de
electromiografia lo que habria aumentado objetividad a las determinaciones. Por otro lado, el no
haber realizado determinaciones de la funcién sensitiva no permite establecer generalizaciones
sobre este componente de un nervio mixto, sobre todo cuando se identifican inconsistencias entre el

desempefio motor y el grado de atrofia muscular identificado en los diferentes grupos.
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12. CONCLUSION.

Los resultados de este trabajo indican que no existen diferencias histomorfolégicas entre los
patrones de cicatrizacion perineural entre grupos de ratas Wistar a los que se les realizo
neurotomia con reparacion primaria y grupos en que ademds de la reparacion primaria se
agregd una envoltura constituida por submucosa de intestino de cerdo. Es importante destacar
que en términos de funcidon motora si existe una diferencia clara no relacionada con el volumen
muscular preservado después de la lesion. Fundamentalmente podemos concluir que a pesar de
que se comercialice un analogo al utilizado en nuestro estudio como un conducto protector de

reparaciones nerviosas, al momento no existe evidencia que sustente su uso para tal indicacion.

12.1 ESTUDIOS FUTUROS.

Este trabajo constituye un buen acercamiento para entender los mecanismos fisiopatoldgicos
involucrados en la lesion y reparacion del nervio periférico. Se pueden utilizar los datos obtenidos
para realizar estudios similares en los que se evalue la funcion sensitiva por medios tanto subjetivos
como objetivos y de esta manera correlacionar de una manera mas adecuada los resultados de las

pruebas de funcién motora.
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13. ANEXOS

13.1 ANEXO 1. Técnica de Hematoxilina-Eosina.

A. 2 x10 minutos en xileno para desparafinar.
B. 2 x10 minutos en etanol 100°.

C. 10 minutos en etanol 96°.

D. 10 minutos en etanol 80°.

E. 10 minutos en etanol 50°.

F. 5 minutos en agua.

G. 5-10 minutos en Hematoxilina de Harris.

H. 3 minutos en agua corriente. Diferenciacion.
I. 0.5 a2 minutos en Eosina al 0.2%.

J. 3 minutos en agua.

K. Tiempo variable en 70° para diferenciacion.

L. 5 minutos en etanol 96°.

M. 2 x10 minutos en etanol 100°.
N. 2 x10 minutos en xileno.

0. Montado con medio de montaje.

Resultados: Colageno: rosa palido. Musculo: rosa fuerte. Queratina: rojo intenso. Citoplasma:
rosado. Nucleos: azul oscuro o purpura (en realidad se tifie sdlo la cromatina). Eritrocitos: color

cereza.
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13.2 ANEXO 2. Técnica de Tricromico de Masson.

© z g r

T

o

T.

U.

2 x 10 minutos en xileno para desparafinar.

2 x 10 minutos en etanol 100°.

10 minutos en etanol 96°.

10 minutos en etanol 80°.

10 minutos en etanol 50°.

5 minutos en agua destilada.

Sumergir las secciones en solucién de Bouin durante 24 horas a temperatura ambiente o 1
hora a 56-60°C.

Lavar en agua corriente.

3 x 3 minutos en agua destilada.

5 minutos en Hematoxilina férrica de Weigert.
5 minutos en agua corriente para diferenciacion.

3 minutos de lavado en agua destilada.

. 5 minutos en fucsina-escarlata.

2 minutos lavado en agua.

15 minutos en 4cido fosfomolibdico al 5% en agua destilada.

10 minutos en azul de anilina.

Lavado en agua.

1 minuto de diferenciacion con acido acético al 1% en agua destilada.

Deshidratado rapido, unos segundos, en etanol de graduacion creciente: 80°, 96° y 100°.
2 x10 minutos en xileno.

Montado con medio de montaje.

Resultados. Colageno: verde azulado. Musculo: rojo, marrdn. Citoplasma: rosado. Nucleos: negro.

Citoplasma: rosado.
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