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ABREVIATURAS

NC: nervio cidltico

NP: nervia(s) periférico(s)
SNP: %
CS: chiula(s) de Schwenn
Dw:
POGF: factor de de a p

FGF: factor de creckniento fibrobidstico
GGF: factor de crecimiento glial

TGF: factor de

NGF: factor de Creckmiento nervioso
BDNF: factor del
N-CAM: molécuia de adh

IFN: imerferon

IL: interioucing

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfs
Fc: regitn constante de s IgG

ca: tres del
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Estudios recientes han demostrado que el nervio que es antes de ser
utilizado como transplants parmite una mejor reparacion del tejido danado on comparacion

con jos implantes de nervio perifésico fresco, ya gue el prim a

regeneracion del tejido & " ia on de I-s él de Schwann y los

mﬁ'ms que han sido .cﬂvados por la lesion y que f los pr de

1 ON y U del nervioso.

Sin go, @s el tiempo Op que requi de lesion p ia para que

las poblaciones celulares intraneurales su & ion. Debido a |la

controversia que existe al respacto, el objetivo de este trabajo 1ue cuantificar, a diferentes
P V. las p es de células de vy fibr para

de!armlnar el momento en el cual cada tipo su mé P Y.

El estudio se realizd en 24 ratas de la cepa Long Evans, aduntas, d en tres

grupos: Yy exper ; en este URiMO se efectud una lBsion por seccion

transversal completa de ia rama peroneal del nervio cidtico en las dos extremidades
posteriores. Las muestras del mufion distal del nervio se

pars inmun: simica
a 3, 7, 30 y 60 dias después de ia lesidn, el & P il iotina-
[ con los tic pos anti-S:100 y HIS43 para |a 1 de célul de
y fib y la de O por h simica

parm

Los resultados oblenidos indican que el pico de miixima proliferacion para células de
Schwann se presentd al mes posterior a la lesion y para fibroblastos a los dos meses,

que ia m& P de - s® observo a los siete dias.
Con base an los resultados de la cuar on di ®! empleo de técnicas
inmur i y de t i it pués do la T de la
rama peroneal del nervio ciitico de ratas aduitas de la cepa Long Evans, se sugiere que el
nervio periférico pars transplante se a una SN con un tiemp. io entra
s siete y 03 treinta dias para un NG b de células de Schwann, y con elio
lograr una mejor on y al

po contar con una alta poblscion de
para i a




INTRODUCCION

Caracter del nervie cidtice

E! nervio cidtico (NC) es un nervio p‘ﬂ'érk:o (NP) fonmado a partir de & union de l-s fibras
nerviosas de las raices de

L-5 a S-2 (figura 18). Abandona l. palvls siguiendo dlutﬂmen!o h-cl- & region posumor del
musio donde inerva a los extensores del musio y miis adelante & los flexores de ia piermna. En
s parte inferior del musio, el NC se dwld. en dos ramas principales, ia tibia} y 1a peroneal
(figura 1b), ias emiten hastia im parte distal de ias extremidades

inferiores (Greene, 1983).

FIGURA 1. a) Origen anatémico de! nervio cidtico desde su emergencia a partir de las raices
posteriores y anteriores de ia médula espinal. (Tomado de Krstic, 1988). b) Division del nervio ciatico
en sus runas tibial y peroneal (Tomado de Greene, 1963).



Car del narvie periférice
En el sistema nervioso periférico (SNP) los ostén por tres
separadas de tejido junt [ ' L [ a todo o largo
del nervio. Cada fibra nerviosa con sus de (CS) son Ll
por un .ndon-uro de I.jldo conjuntivo formado por una fina malls de microfibrilas de

a ol que esth en con ta basal de la
CS vy h a los que nut a l- fibra nerviosa, ﬂbrobl-stos. una
poblacion reducida de macrofagos residentes del NP y una de

que se POr su gran y & p en su de

abur gra ( Peters ot a/.. 1978; Krstic,
1989).
Las fibras nerviosas individuales se agrupan por un
perinsuro que te o3 On de Ia que snvueive a la médula
espinal. El perineurc consta de una O varias capas sogun el del nervio,
alernadas con redss de de - Las células que forman este tejido son

pilanas, escamosas y producen una delgada lbmina basal en ambas caras celulares, que
funciona coOmo una entre las fibras nerviosas y e tejido

epinaural; estas cé son a que coi Y una gran cantidad de
& jos que p ) las Células mu [ lisms y p ) s de

de forma ®» jos fib ( Peters of al.,, 1976; Krstic, 1989). Todo el

conjunto de haces de fibras nerviosas, vasos y una de tejido
se o por el ep por fibras de colagena

dulad P uns iGN del tejido conjuntivo denso que
rodea al nervio @ i Y én sus p vasus sanguineos y fibrobiastos (Peters et al.,

1976; Krstic, 1988).

Las fibras del NP se on i 12 (figura 2) de acuerdo a ia presencia
o no de ia vaina que as CS del axon (Ross er a/., 1992). Las fibras
i se iQ por in L de los con las CS formando haces de

aproximadamente 5 a 20 fibras ean unas CS ia cual envueive y protege al
conjunto de axones a la vaz que 4 que se ir g a lo largo
del NP (Ross eof a/., 1992).

En las fibras mislinizadas. Ia vaina de mielina se produce cuando la CS envuelve al axdn
Qi un antre las caras de su " H e se
forma una fina linea oscura linea 6 que el de laCS




Tejido conjuntivo

fibrillas de
colégena

capilar sanguineo

fibras amielinicas

fibres mislinicas

FIGURA 2. Haz de fibras nerviosas amielinicas inmersas en el citoplasma de las células de Schwann y
fibras mislinicas con vainas formadas por estas células. (Tomado de Krstic, 1988)

es hacia el o) por o que las caras de la

se fusionan entre si dando lugar a una linea densa mayor, de un espesor aproximado de 2 a
3 nm, que se encuentra separada por una linea intraperiddica en su region media, evidente
COMo una zona mas clara de aproximadaments 10 nm de P (Ham y C 1984).
Una vez formada la vaina, ésta se interrumpe a intervalos en los nodulos de Ranvier por lo
que cada segmento intemodal se halis mielinizado por una sola CS. La fibra nerviosa y su
vaina de estén rod por una basal que es secretada por la propia CS
(Peters of ol., 1976).
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En im vaina de mislina existen zonas de iidad incisuras de Schmidt-

L ' Que rep sitios ol de la CS quedd durante ia
mielinizacion (Friede y Samorajski. 1988), o Que p« ia 1 de

que ia CS en la espiral de mielina (Peters ef al., 1978). Aunque

ia hay T a su papel i varnos it o que den

Nco de im vaina de mielina. el

llevar a cabo funciones que incluyen el
de desde la region extema hasta el interior del axdn, ka contribucion en

o del y ol P que p ol c

el
de los segmentos internodales de |a vaina (Thomas of a/., 1883). Por otro lado. Ghabrisl y Allt
los focos de segmentacion durante el

(1981) han p! que las P

[ de la . (DW) o o como

de la lasion en s pi & (Penrty y 1992).

Desarrolio de la lesion del nervio peririco

La lesidtn en difs nervios p ha tudi de dege 1y

regeneracion de las fibras nerviosas con el fin de utilizarios como tejido de implante en el

nervioso (Ag otal., 1978;F y Koy 1990; Th et al., 1993).
C el NP s como en la de las
fibras del nervio cidtico. se presenta una etapa inicial de dogonomclén en I. fibra nerviosa
por con infi S 9 de & de ios

mufiones del nervio, i de la nerviosa, deg 6n de la mk y

fagocitosis del tejido en o distatl (Oisson y S 1969; V riy

1988). El siio de la herida es cubierto por un nesuroma o tejido granular proliferativo
de células no 0 opi y rales y CS del

endoneuro (Bunge y Bunge 1983; Taniuchi of a/.. 19686; Heumann ef a/., 1987). Los cuerpos

neuronales de las fibras lesionadas una o en la zona
[ que P o O de 9 | dispersion de ribosomas
-l icuk r O que ios de Nissl, migracion del

v hacia ia celular (Lé . 1971 Price y Porter 1972), y modificaciones en
[} y el celular con & reg (F. y

(=) g (-] sufre una degeneracion primaria que se extiende a uno O dos
iun el grado de lesion y ia distancia con respecto al cuerpo

distal sufre DWW, es decir, se p una




del axdn y de s vaina de mielina hasta varios

on y
wnm;m‘ﬁlpumm ins p! horas o és de
= lesion, se presenta dentro del axdtn una Q! v del quek y del
que con el del se en restos granuleres amorfos (Ham y
Comack, 1984; Ross el &/., 1992)

El que ("] del easta aun o en la

concentracion del ceicio axopidsmico ya que el exceso de caicio libre intracelular active

que v sobre los net nos (! y Bung 1973;

Z 12 1984). El caicio kbre active que junto con las

proteasas actuan sobre ia una secy al ala

por h lesidn. En el drea dafiads, las mitocondrias y los

neurofiler orup s . P el axdn sufre

constricciones en varios [ una forma aun que finaimente se

9! 12 (Ham y C 1984: G ., 1983). La degeneracibn axdnica

o ale en e de g 12 at de nervioso

(Griffin @t &/., 1993). Sin go. Ia on ia fibra axdnica comianza a las pocas
horas de ia i los p de los nédulos de R ier ter

(Friede y Bischhausen, 1980).

Los a vacion y prolif de i como

fib y CS; activaci6n y de tanto del SNP como
del i Las CS que no han sufrido deg se mL

v ] tubos k o de

o . quo jos Y que as fibras nomales, & través de las cuales

a partir de ias fibras restantes de los mufionas proximal
y distat (Thom-s y Jones, 1967; Bray y Aguayo, 1974; Covault of a/.. 1987).

La josidn directa sobre el NP a S tocal y provoca la
ol o is de las célul que son ab de vasos
i de querd donde liberan diferentes mediadores como histamina y

C que a ap lar © ol od (Ross et al., 1992).
Los a nive) se de dos f se observa un

on el de los vasos i con la de cé

o y mor : méas tarde se presenta un
aumento en @l numero de vazos sanguineos, asociado con una mayor demanda metabdlica
por ia i on de las p ¥ celulares er yilar 6N durante ia

fase de L ( ¥ Myers. 1993).




L- profiferacion de las CS /in vivo se p

primaria (Saida y Saida, 10”)' d
Asbury, 1970) y en la

(Bradiey y

O bs de in i -l on un NP I respuesta mitdtica de las CS es

a o d Sn de v la det axdn (WMk ot a/., 1988), o
que provoca que las CS -n con que u p . No
obstante, el on ot de los que a p de las
CSyel an su patron de exp O és de lesion del NP tanto los factores
invc como el PO a l. lesibn son aun controvertidos (Feméndez-Valle

ot al., 1995).

Los mitdgenos para CS identificados in vitro incluyen al factor de crecimianto derivado de

eucocitos, al factor de de & (PDGF), sl factor de crecimiento
fibrobMstico (FGF), al factor de crecimiento glal (GGF). al factor 'r.nsfoﬂn-'\to del
crecimiento B1 ¥y B2 (TGF). componentes de ia mmtriz como v
fibronectina, y también los restos de por los 0 (Raff ot a/., 1978;
Baichwal of a/., 1988; Ratner of a/.. 1m Ridiey et a/.. 1989; Davis y Stroobant, 1990:
E 1902; K ¥y S 1982). Eﬂwmmlnm."‘lvﬁﬂ)mu’l que
tanto & dot COMO sus como o para ias
CS y que o axdn reg a on de Ia basal (: ot &l., 1992).

Por otra parte, estudios realizedos por Friede y Beuche (1993) demostraron que Ia

proliferacion de las CS no se leva a cabo si se inhibe ol de 0 ya que

éstos p on la prod on de o pora CS y fibroblastos.

[s] - p ias CS genes de CS en diferenciacion

(Politis et d.. 1082 Taniuchi ot o/.. 1900 Snipes eof al., 1992) euyos productos pusden ser

con on ol d 4o y s

como el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor derh del

(BONF), y mt de como el P de baja P7SNGFr para et

NGF: b de adhesién, que en b.u & su localizacion pueden ser de

superficie c.hh’ como s L-1, ia N - de ul

(N-CAM), ia ala o bien p i de tipo
i cuya a - A participan




moldcules de ia matriz extraceiular como las glicop i y laminina que son
polentes promolores tantc de ia adhesion como de la regeneracion axonal (Barman of al..

1962 Danilioff of a/.. 1980 Bandtiow ot a/.. 1987; Martini y Schachner. 1988; Lander, A.,

1989; 1 1990; . 1990; otal.. 1991).
~ oo loe Nibr ata de! nervie paritérico
En os son céluk ol de fi
con 1 4 el nd @s oval y elongado pero al
ontrar on fase mildtica adquieren forma y p su de &
(Fawcett, 1994). Los JOon son células de de i
de fos que forman la metriz extracelular, tienen un clioplasma
besdéfio por la elevad de L or
o se jos polipbp de b como
(dcido L/ etc.) y glicoproteinas

( @¢c.). las cusies constituyen is base de la organizacion
®n todos los tejidos de! organismo (VWeiss, 1988; Alberts of a/..

yeol

1964). Al lagar & su estado de Mmadurez se les sueie son relath
iy ¥ su os ofilo por tener poco reticulo endopldsmico (Ham y

Cormmack, 1984).
Cuando of tejido sufre lositon, ap de ia G inicisl, s® presentan
una sefis de L y que los
de y jos se forma un
que Slul cap

y que ol de tejido de granulaciaon: las
en los de tisular son los pericitos de las
peredeos de los vasos i y los (VWeiss, 1988: Ross et a/., 1992; Ham y

Cormmaeck. 1984).
desde el inicio de la resccion inflamatoria y, al igual

Los fb uns P
que los P a é A o oS,

1'2 - Que acth o regul ias iy de otras células)
[ - por En ' Y una
aka vided ydep lut S ¥ Lowe, 1993).
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Los de 1 se inician aan o la on esté p te. Mientras
las células .ndcn-u-hs inician la formacion de nuevas redes los
empiezan a secretar nuevos compuestos formadores de ia mmstriz [’
Y P La se de unir sl fibrindgeno y a s
fibrine formando rodes que pueden funcionar como vias de migracion celular durante la
& s en gran parte la que restaura ia fuerza

reg Sn; que la a
de Ia tensidn en el tejido daiado. El de las de re & esta sujeto a

1 por pr de r enzimatico y por sintesis de nuevas fibras (Waeiss,
1988; Stevens y Lowe, 1993).

de los mac gos a la del nervio perifirico

Los macrifagos residentes del SNP P te del 2 al 9% de ia
SN celular ural del NP normal (Ardvlson 1977). Son celul.as diferenciadas cuyos
precursotns se originan en la médula Ssea. Su . 3 po ¥y de
HOn es gulado por div y de (o que

imulan el N r on y sol L en céluk ifh ). & su vez los

que influyen sobre células inmunologicas y células no
neurales del NP (Griffin ef a/., 1993). intervienen. ademas, en diversos procesos blologicos en

et nervio det cusl forman parte, tanto en cor cOmo & parnticipan
on los de & On de factores de
yeonla d.l SNP (Oidfors, 1980; Schubon y Friede, 1981). Los
macrofagos del nervio sin  lesion, mor L a los fibroblastos
son céluk L L ite al eje del
nervio, se cerca de los vas0s sanguineos. aunque un gran
namero se ubica inter on ol andoneural (Monaco et a/., 1992).
La i On y prod ion de cif por los 6 es pleja y depende del evento

especifico en el cual participen (Griffin ef al/., 1993). Entre los factores activantes se
encuentran el interferén gamma (IFN-y) y las interleucinas 4 y 10 (il.-4, IL-10). También son

los de iy Hn como el TGF-p que suprime ia produccion dei factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la IL-10 que inhibe ia traduccion de RNAmM para el TNF-a y
pora ia IL-1p (Griffin of a/.. 1993).

De las derivadas de los gos las mis importantes en el SNP son la IL-1, la
iL-12 y @l TNF. La IL-1 @s de especial imponancia ya que promueve la expresion det NGF
cuando existen CS que han perdido con los (B et al., 1992).
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F los del SNP exp ] [ para o Q o
constante (Fc) de las b G, una de ig de la
tines del ag loar (MPS), como et ptor para el v 3 (C3)
del det (Dijkstra of &/.. 1985) y muestran una aita expresion de los
P del [ de Widad (MHC) de ias clases | y il (Gehrmann

v 9. 1991) (fig 3). Este tipo de macrofagos del SNP se hallan estratégicamente
para S al dafio del nervio y también actian como las

dlul [ de del SNP, ya que toman y procesan

del ral presentandola a las células T

circulantes (Yu ot al., 1990; Griffin ot al., 1993).

” Fab Sitio de uNién al sntigenc

Regitn Fe ——

Recepor Fc

N
&> =

Figura 3. Los moléculas de recunodmlemo N su membrana como:.
(oS receptores para |a mok‘ln Fc del anticuerpo, el r or para C: ente central de! sistema del

que par pa on la lisis celuiar mediada por .\hcuerpos. atrae a las células fagociticas y
asments su capecidad para ingerr y dos\vuir mlaoovg-nlsmos) y antigenos del MHC (region
CrOMAsOmica que andmu para artigenos a de r iento tiswlar) T de Alberts
of ol., 1904
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En condiciones de lesiSn del NP. ia de los ha sido
estudiada tomando fragmentos de nervio y colocéindolos en cullivo de tejidos. donde las
fibras nervi tos de . o los

o y mig hacia los os de los nervios convitibndose en o‘luhs amaeboides.
aunque muchos retienen su forma elongada (Goodrum y Novicki, 1988).

En un estudio inmt i por N ot al. (1992), usando diferentes
anticuerpos monoclonales para estudiar macrofagos residentes del NP en condiciones
nomales y de lesion, encontraron que después de la lesion del nervio. todos los
P una exp SN dif N de iInMmuNoid . 0 cual esta
con de activacion y con ia heterogeneidad celular de fos
macrofagos presentes en el sitio del trauma.

Los cambios lentos tanto morfologi como de los macrofagos residentes
con los dhp de las cé las b en ta a la
i . -l de la viosa y & la produccion del

'] istico de los nervios degenearados (Dijkstra et al., 1985. Yu et al.,
1990).

Después de la lesion del nervio, durante la DV, la seial inicial para el reclutamiento y
act ion de - pender de ia degeneracion de los axones mas que del
e de ia im del distel del NP (Lunn et al., 1989).

Los macrofagos que arriban al sitio del trauma provienen tanto de os residentas del NP como
del de de (& SN sanguinea, que en esta eotapa realizan
qQue nch [L R{ de o3 restos de s ok la prod on

de factores mitogénicos para CS y fibroblastos, asi como la Ilbor.cibn de factores de
ot al., 1988; Stoll ef al/., 1989; Perry y Brown, 1992); también

ol [ con a OGN como 1a p E que p que las
cs v @l do por la Q de miel o que s Imponame
ya quc ol colesterol es requerido por las CS pam la i i de es
ner la reger (Goodrum y Novicki, 1988; Boyles ef al.. 1989). La
eliminacion de los restos tisulares no excluys s participacion de las CS, ya que en ausencia
de ostas pued tomar y sliminar los residuos de mielina (Beuche y
Friade, 1984).

La ion de ytes del NP se lieva a cabo en casi cualquier tipo de

qQque invok pé de pé de o donde los
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o los no son i Los o

on que no req SR - (Griffin ot al.,
1993). La faciidad con la cual los circL & SNP es la principal razén
por ia cual los on las cé en co de no han lleg
a ser esciarecidas, debito a que los no L o la zona de lesion y

no i que gui bs Circt

de macrofagos residenies en actividad ya que los inmur 5 anti-rata
existentes hasta ia fecha para Y] Ofag: son exp en tipos
celulares. (Monaco et al., 1992; Griftin ot a/., 1993).

ANTECECENTES SOBRE ESTUDIOS DE LESION EN NERVIO PERIFERICO

En se ha que los implantes del mufién distal de un nervio
periférico prelesionado (NPP), es decir

con a su utiizacion,
contribuyen a una major reparacion del tejido P a de jos a partir
de de Vio P! ., al mayor nimero de CS presentes en el
Y. POFr coOr . &l Y produccion de una gran variedad de factores y
it de & LB basal que estimulan el o . porque do esta
Gtima ha sido modificakda por Ia lBsion sirve como sustrato para las fibras nerviosas en
(4 ot al., 1987; Rutka et al., 1988; Daniesisen of al., 1994). También se
ha demostrado que el uso de de NPP cor 1ye sigr te an la sob i
de del nervioso {SNC), @ que las CS que han
sido activadas por la lesion del nervio contribuyen a la sobrevida y recrecimiento axonal
(Daniicff ot a/., 1886; Martini y Schachner, 1988; Bahr et al., 1992). Otra ventaja que ofrece la
presencia de las CS es que, al igual que los ol no estan i en cuanto a
u ya que

pPueden mislinizar axones tanto del SNP (Aguayo et
al.. 1978) como del SNC (Blakemore, 1977).

Para que un NPP sea usado como tejidc de

es i ol
6ptimo de degeneracion previa en el cual las CS Ileuan a su méxima proliferacion, para tograr

una mejor remielinizacion del tejido receptor; asi como el momento en el que existe una gran
de

para que limpien la zona de lesidn de los restos axonales y
mislinicos que pueden interfarir con el recrecimiento axonal y ia etapa donde la cantidad de
fibroblastos sea minima para evitar la fibrosis en la zona de! implante. Sin embargo, en la

existe ia sobre el o en el que cada tipo celular alcanza su maxima
poblacion después de una lesion de un NP (tabla 1).




TABLA 1. Tiempos reportados por diferentes autores en los cuales |as células de Schwann (CS), los fitroblastos (FIB) y los
macrifagos (MAC) aicanzan su mixima poblaciin después de la lesion del nervio cidtico,

AUTOR MODELO ANMAL [ TTE MARCADORES Y TECMCAS [ TECNICADE | CS { FIB [ MAC
ESTUDIADO. PARA IDENTIFICACION CONTEO {tmp) | {tmp) 1 (tmp)
PESOEDAD
MIYAMOTO of of, | NC de rataWistar 1-12m | Criterios enbase ala Contecdel |tm [6m [im
1986 macho. 2509 yfologia celular Area Tola
PERRY of al, 1987 | NC de rata Long- OX1y OX30 para macrifagos | — - — |38d
Evans y ratén CBANy | 05214
BALB/c. Adultos
SALONENefal, §NC de rata Wistar, Anti-S:100 para CS; Confecdel |45 |43 1s
1988 hembra. Adultos 1305 | antitipsing-1-« para AreaTota
macnifagos
CLEMENCE ef af, [ NC de rata Sprague Anti-5:100y Anti-P, paraCS; | Conteodel | 3d — jad
1989 Dawley. 150g 184 EDI para macrifagos. Area Total
Cultivo de tejidos
Autorradiogralia
KOMIYAMA Y NC de ratén Anti-S:100, ant-GalCy ant- | Porcentaie | 3d - -
SUZUK), 1992 C3HeB/Fej, de 1-7d | MBP para CS; anti-fibronectina
3, 6dy 60d para fibroblastos y MAC-1 para
macrofagos
Cultivo de tefidos
Autoradiografia
SHRONENetal, | NC de rata Wistar Anti-S.100 para CS; Ai-PCNA | Conteodel | 14d - -
macho. 10-12s 356d | paracéluias proiferantes y AreaTolal
ED1 para macrofagos
AVELUNO of af, | NC de rala Lewss, ED1 para macrofagos Conteo por - - |14
1995 macho. 200-300g 4hr-35d Area dez
0.imm’

TTE = tiempo total de estudio

NC = nervia cidkico

imp = tiempo de poblacion méxima
d = dias, 5 = semanas, m = meses

13
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El pico méaximo de proiiferacidon para CS segun diferentes autores pusde alcanzarse entre el

wdbymdbzmponhsbn pars los macrofagos el pico maximo de
e entre ef tercer dia y las seis semanas y para los fibroblastos el pico

L de pro#f estd entre las seis ssmanas y los sais meses después de la lesion
m ot &l., 1986; Perry ot al, 1987, Salonen et al.,

1988; Cliemence et al.,, 1989;

1 1992; ot al., 1992; Aveliino ot al., 1995).
L » para de macrofagos y fibroblastos
La . de CS, y en NP normal y lesionado,
se ha i entre las que se incluyen el estudio
on i

de luz y en microscopia electronica.

Bajo condiciones de lesion dd NP la distincion entre CS y fibroblastos se hace dlfcil debido a
a pérdida de sus

ontre tipos

Young (1949), hizo un estudio en el cual la

s basd en su forma de crecimiento, ya que en
cortes longitudinales las CS son y prol 1do col, de varias células
de grosor rodesdas por una membrana basal comun (Th 1968), i

que
también muestran las CS en cultivo: en cambio los fibroblastos presentan una separacion
aSMre uno y otro por la

aun leguen a tener arreglos columnares.
D.nny—Bmwn (1948) hizo su idcnlmc.cién s6io por las i marfologi de jos

Sin estas licnk:.s Q res | y de
apreciacion de muy dificil i 46

P te en c nes de fesidn. En la
aciuaidad las técnicas inmunohiuoqulmkas son las mas utiizadas y aceptadas para |a
difersnciacion de e810s tipos cel on de lesion.

Las CS ser

el uso de anticuerpos como el anti-S:100 (Brockes
ot al., 1977; Salonen et al., 1988); el anti-NGFr; el anmli-CGRP (Reynolds y Woolf 1992); el

Ran-1 et al., 1977) y ¢i ampleo de lectinas como el PNA o lectina de
cacahuate (Caorbo o al/, 1993).

Los pued: ser
al., 1989) y ol Thy-1.1 (Brockes ot al., 1877).

anticuerpos como el HIS43 (Hemans et

Pars macrofagos de rata se han é

caso de ia osterasa inespecifica (Pearse, 1972),
utimo un marcador muy sensible (Griffin et al.

da b quimica enzi , como es el
los anticuerpos ED1 y ED2, siendo este
. 1993); tos anticuerpos MUC 101 y MUC 102,
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de rata; el anticuerpo monocional OX—42 para el

que ] de ]
C3 del A ot al., 1992).

Para ef del p jo se ol b anti-S:100 para la

er 1 de células de y el anticuerpo monacional HIS43 para la identificacion

de La iOon de macrofagos se & por i

El anticuerpo policional anti-S:100, tiene afinided por la proteina S:100, la cual esté

con et I o del calcio (Brockes eof al., 1977). Actuaimente es reconocida
como un factor neurotrdfico (Cummings y Brunjes, 1995) que se encuentra concentrada at
menos 10,000 veceas mas en cerebro que en algun otro de los tejidos en donde ests presente

(Moore, 1965). Existe bajo tres formas dimé que comp! las subu ayfB. In

vitro se ha demostrado que ia subunidad g, en astroglia y CS.
ion de la glia (Kligman y Hit, 1988; Selinfreund ef

a 6 ylap
al., 1991).
El anticuerpo monocional HIS43 es una IgG de raton ear i i de rata, que
en la i imica por i on i para

fibroblastos, fibrocios, células de musculo liso y células endotelinies de vasos sanguineos
(Hermans ot a/., 1989).

En el caso de macrdfagos y otros tipos celulanss como las céilulas de Langerhans pueden ser
con base a la capacidad de sus

identificados a través de mw de
de ol hckio {Rob ot al., 1980). Debido a que ia mayoria
de ias son de i v si un éster simple como el metil butirato
o ol a-nafti es su ar [ ] se como no
especifica (Pearse, 1972). Del método inicial para esterasa no-especifica usando el a-naftil
oMo G (1952) hizo P utiiz: al minimo de

como  diluy . vawios sitios de ivided de
ity por ia in on breve con este ide de un ji y @
con ia sal p Hine que s de [ ivi

de ia on tiene un



JUSTIFICACION
Tanto en o L como en el sistema nervicso periférico dafiados se han
realizado implantes de nervio con D de 9 ol tejido lesionado; sin
embargo, el éxito del P de ¥ se ha
demostrado que ias células activadas de nervios prelesionados, como las células de
y los que se como o influyen en im
restauracion del tejdo v on ia b ide &l pi de un o
favorable caraclerizedo por una Mayor de (-] de p
regenerativos. entre las que se de (FGF, NGF, GGF, PDGF)
y P de ia basa ( a, i b éculas de

adhesidon), asi como ia funcion regenerativa de tales células.

Por lo P ] 14 on de los principales tipos celulares que
y - P después de una lesion del nervio periférico permitiran
su mejor 6on como piante cor an fut o de reg 1 de

tejido nervioso.

PROBLEMA
n entre sobre el momento en el cual ias células de
32 su pico de p 6 o
reciutamiento despuds de una lesion del nervio periférico, por io que se desconoce el tiempo
G de p 0 que requiere un nervio periférico para ser usado como tejido de

transplants.
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HMPOTESIS
En el nervio periférico, despubs de una lesidn por O se p & una
respuesta de prokf 12 Inr = iempos entre cé de

y fib
OBJETIVO
C ins de célul de 1, vy fibr és de
una lesion de nervio ciltico para deteminar el momento en el cual cada tipo celuiar aicanza
su pico ma de o con el fin de utilizar este tejido en futuros

COMmo
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METODOLOGIA

i) Grup ol, Yy exper

Se utilizaron 24 raias de la cepa Long Evans, hembras, adulas, entre 12 y 14 semanas de
edad con peso corporal de 230 a 250 g, divididas en tres grupos:

O POr 4 rmias a las cuales no se les hizo ningun tipo de lesion y la
del on distel se ob a 3,7, 30 y 60 dias, de acuerdo a los periodos de los
QIUPOs experimentales.
upe de g POr 4 retms a las cusles se les aplico el mismo
Q o y perh de jucion que al grupo experimental excapto el
de on sal de la rama peroneal del nervio cidtico.
nPer por 18 rtas, qu. A su vez se dividieron en 4 subgrupos a los
cu.bl S8 les efectud una lesion | de la rama peroneal del nervio
ciitico en Los fueron a una

cirugia para la obtencidn del mufion distal del nervioc a 3, 7, 30 y 60 dias después de la
seccion.

) Lesién del nervio cistico
Los via con una mezcla de 77.5 mg de ketamina

(cleve 226, Sodot Salud) y 12.5 mg de hidrocloruro de xilacina (Lab. Bayer, Alemania) por kg
de peso corporal.

D de -l 12 a P de la zona quirurgica se hizo una
mdsbn on la piel & nivel de ia region iateral sup del musio y se separaron los
muasculos hasta que quedo .xpuouo ol NC. A partir d. = b"uruncuén del nervio en sus ramas
tibial vy p se un wro de su rama peroneal y
Mo.dmumkmubﬂuwﬁéﬁsomwum 6-0 (Polyprop

deknatel) a través del! epineuro y otra a los 8 mm de la primera. Posteriormente se hizo un
corte transversal completo de esta rama del nervio sntre las dos suturas, el extremo proximal
se dobld completamente y se fijd sobre su mismo epineuro, mientras que el extremo distal se
Ooblé on un angulo mayor de 90° y se fij> a i aponeurosis del muscuio adyacente (vastus

). F se p a cerrar por planos con sutura 5-0 (Nylon monofilamento).
Esta operacidén se repitio en la otra extremidad posterior de cada rata. Después de la cirugia
los se ! en observacion a una temperatura de 25°C en jaulas

individusies, con una dieta a base de alimento comerscial y agua a libre demanda.
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i) Procesamients del jide

Una vez cumplido el plazo de estudio de cada grupo expernmental., los animales fusron
a una gunda cirugia para la de las del nervio periférico

prelesionado (NPP), pam io cual se hizo una respertura de la zona de iesion y se extrajeron

aproximadaments 10 mm del MUAon distal del Nervio. Un total de 24 muestras de NPP se

fijaron en formeidehido ol 10% pama su M con il imica
mediante ia técnica ABP (Coggl of a/., 1988; B-nuoﬁ 1990) con el .nllcuerpo policionat

anti-S:100 (producto no. S-2532 Si para ia ' de células
de Schwann. Otras 24 muestras de NPFP se m on una solucid>n de sacarosa al 30% a

4°C durante uns hora, se VY on el o ocT cutting
9 o ¥ se a -70°C hasta que fusron cortados por
para la o i de la i pam a
on de ¥ por i imica - ABP (Coggi et al.,
1986) con et iC: HIS43 (Mo anti o and
Serotec Labs.), para la identifi on de o 4).
Antes de! 1o inmt inmi se llevo a cabo la técnica histokigica de control
b H-E. (: 1990) para la ocbservacion del tejido. En el procedimiento
inmunchistoquimico se hizo un control negativo para cada grupo experimental, ei cual
consistic en Nevar a cabo ia té o antic:
Té por ol Mé [ 4 -
a) de L ] aon el L] 100
Y= fjada = on ido al 10%, se a la d del tejido de
alos L
SOLUCION TIEMPO (hr)
AlGohol S0 1.5
Alcohol 80° 1.5
Alcohol 96 1.5
Atcohol 100* 1.5
Xilol 1.5
Parafina 1.5

Cada paso se repitio dos veces




PROCEDIMIENTO:

BLOQUEO DE
G PEROXIDASA
END(iGENA

BLOQUEO SERICO

LA

ANTICUERPO
PRIMARIO

ANTICUERPO
SECUNDARIO
BIOTINILADO

=)
®) oge ® O—COMPjLEJO ABP*

CROMOGENO

®

CONTRATINCION

MONTAJE
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FUNCION:

Inhibir 1a reaccitn de e
peroxidasa enddgena para que No
interfiera con ia del complejo ABP
Inhibir uniones inespecificas con
los anticuerpos

Inmunareacion con las células de
inerés

Formacion del complejo:
iina-tioti

Enlxx;e entre el mlicuerrpo
primario y @ cromogeno

Revsiador de la reaccion
inmunoidgica

Tincion de nucieos ceiulares

4. D det Inm

Figura 4.
(Tomado de Coggi of al., 19686 y Bancroft, 1990).

= La avidina se puede por ia e P a la cual tiene una mayor afinidad por la biotina.
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Et tejido se incluyd en parafina a 80° C y se os on el CON un grosor
de S um, se an los por con poi-L-isina al 0.1% y se dejaron

secar por 10 min.

ol de ia ABP (Coggi of a/., 19868; Bancroft, 19980), se
devaron & cabo los siouionl.l pasos en cada corte:
1. Se O la p gena las an una on, 1:9, de

H20:2 al 30% y metanol absoluto.

2. En cada corte se colocaron dos gotas de albumina sérica bovina al 1% mas triton al 0.01%,
en proporcion 1:100. en PBS ( dor salino de 10 mM, pH 7.5) por 10 min.

3. Se agregd el antisuero anti-S100 en una dilucién 1:100, por 24 hr a 4° C; lavandose
después con PBS.

4. Se agrego el e (anti-igG de conejo) biotinidado por 10 min. y se lavo
dcspuél con PBS.

5. Se o en ol o ki por 10 min, lavando después con PBS.

6. Se reveld con -mino-ollk:abuol por S mm.. iavando después con PBS.

7. Se con de Harris 10 min, poO! con PBS.
8. Finalmente se hizo el oan livinilico (Plenat et a/., 1994).

) identif de F con el o HIE43

Los costes se por con un g de 8 um, se colocaron en el

con poli-L-lisina &l 0.1% y se dejaron secar por 10 min.

Después se Hevaron a cabo los siguientes pasos en cada corte:
1. Se fijaron en acstona absoluta durante 10 min.

2. Se on una on PBS (amor salino de fosfatos, 10 mM, pH 7.5)
durante 10 min.

2. Se agregb écido periddico al 0.28%, como de la per gena, durante
30 segundos. )

3. Se bloqued con albumina sérica bovina al 1% mas tritén al 0.01%, 1:100, en P8BS por 10
min.

4. Se agregos ol anticuerpo HIS43 en una dilucion 1:500 por 24 hr a 16° C; lavandose después
con PBS.

5. Se agregd el anticuerpo secundario (anti-IgG de ratén) biotinilado por 10 min., lavandose
despues con PBS.

6. Se agregt ia idi por 10 min., lavandose después con PBS.




7. Se reveid con amino-eti por 5 min., do después con PBS.
8. Se contrastt con hematoxiline de Harris por 10 min., lavando posteriormente con PBS.
9. Finalimente se hizo el <on livinikco (Plenat et al., 1994).

ifica, para ia identificacion de

do o
masrdleges.
Los cortes por ¥y 88 siguid el ssquema general para ia
de ia (Ba . 1990). Se realizaron ios

siguientes pasos en cada corte:
1. Se fijaron los cortes en acetona absoluta por 10 minutos a temperatura ambiente,

Dejindose secar 10 min.

2. Se on daor de 0.1M. pH 7, durante 10 min.

3. Se n eonel io de poara in ir i e por 20 min.

4. Se lsvaron en agua destiada.

S, Se hizo e con de Mayer. -

6. Se on (Plenat ot a/., 19684).

sPreparacion del medio de incubacion pam Ia iGN hist imica de Ia enzima
' esterasa inespecifica.

Se per as 3 i

1) 8 mg de a-naftil acetato en 0.2 mi de acetona.
2) 1.2 mi de

3) 20 mi de de (2.83 g de Na:NPO, en 100 mi de agua destilada), 0.1
M, pH 7. .
Lap on de la ql de dos soluciones:

on A: se 0.1 gde on 0.5 mt de HCI, posteriormente se diluye en
20 m! de agua se para disolver, se enfria, se filtra y se guarda
a4 C.

Solucion B: se disueive 0.048 g de nitrato de sodio en 1.2 mi de agua destilada, para obtener

una solucion acuosa al 4%.
Pars In mezcla finat se tomaron 0.6 mi de la solucion A, mas 0.6 mi de ta solucién B en 20 m!

det de 0.1M, pH 7.
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v) Método Cuantitative

Et conteo 38 levd a Cabo sobre ol drea total del corte transversal del nervio, basandose en el

del D (Sterio, 1984); eon los
para in de una O ivas on cada célul
1. Ob iGN de la iGN inmMunop o o it
2.F dei nt tuk
3. P ia de

La cuantificacidon celular se hizo en un fotomicroscopio Zeiss a un aumento de 400x (figura 5).

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

ims ratas que cumplieron con

Para los grupos ¥ oxp se i
ios requisitos de edad, sexo y peso [ d Para @l grupo
s® exch on i0s que después de ia lesion del nervio los

extremnaos de éste se llegaron a unir espontdneamente asi como ims ratas con alguna
patologia posterior & la cirugia como infeccion o autofagia en la zona de iesion.

CONSIDERACIONES ETICAS
de Ia Ley General

El presents estudio siguiod los on of
de Salud en de para la Salud (Titulo de |a i que
[ ™ de de exp Y, an 1990.

ANALISIS ESTADISTICO

E) andlisis estadistico se hizo ot p de co g Stat para Windows.
ver. 1.0, copyright 1992-1984, Jandel Co.

e los e L i y eror
esténdar para cada una de las LV on cada uno de Ios grupos

y
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CORTE _ TRANSVERSAL
OE LA mAMA
DEL NERVIO CIATICO siulas con
positiva
Cuantificacion dei numerc
total de Niciecs ceiulares
(Mn) por cada corte
cm- poduv-s Céiuas positivas Cétulas poaitivas
para HIS43 para anti-S:100
Iﬂiwﬂel (E-f *) (HIS43") (S:100%)

Obtencion del Porcemaje

*£4° X 100 #5:100° X 100 #HIS43” X 100
n mn nn L
% de % de % de
MACROFAGOS CELULAS de FIBROBLASTOS;
SCHWANN

de las diferentes

Figura S, E del
rama peroneal del nervio cidtico.

es celulares, estt

en la
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La sig i on los @ e s los a
cada uno de los de de \as de cé de
A\ gos por \as sig de
analitice:
Para ia Gn de células de 1 cuyos detos r uns se
i ia p de i de

(ANOVA) de una via: pawa identificar sl 0 & los

grupos que se aplicod la prusba de Dunnett.

Para as pobiscionss tento de Mmacrofagos como de fibrobiastos que No presentaron una
distribucion nofmal, se aplicd a p

P de dlisis de varianza en rangos
Kruskmsl-Wallis, da del p de corm v de Dunn.

Se considerd a P < 0.05, como valor ne sig

Los de a de las d on
porcantajes promedio por grupo y su eror andar se p en tabias y
as on
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RESULTADOS

I. DESCRIFCION MORFOLOGICA

a) Nervie nermal y maniebra.

Con las se ob: O on ia regi mas del NP Ia cubisrta epineural
formade por capas de cédiulas slargadas en forma de huso T a
Las para la deCSy " aen api . La
presencia de la capa i no fue con lms técnic en este

qQue Ia regior i fue Mmés con H-E y con S:100.
La Ry para se on baja cantidad, entre las zonas

imersticiales de las fibras nerviosas (figura 6a).
Al interior del endoneuro se observo ia capa de mielina formada por l.s CS con una zona

acidofila central conospondbmo a ia fibra hacia la p: con la zona
se p o su o v 3 ﬁgura 7a).

De forma simiar que para macrofagos. las células positivas al HIS43 commespondientes a
8 P an zonas [ (figura 8a).

En als s® observd un vaso sanguineo principal central

o de Y y en p otros 8 de menor de

2 & 4 veces el diametro de las fibras mielinzadas. NoO se observaron vasos sanguineos a
nivel epineural.

®) Nervio perifiirico de 3 dias de lesién.

A jos tres dias de ia lesion se manifiestd una pérdida inicial de la citoarquitectura asi como de
ia estructura general del nervio y se presentaron algunos restos de tejido deoener-nle en
toda e! drea de! NP. T, se 1 los de prolif y o rech

por of de y

tos ir i se izaron por presentar un tamaro
mayor que en ¢! NP normal; en .n- etapa ia actividad fagocitica no es tan alta, lo cual se
refleja an |a baja U de las @n su ci
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Muchsas de las céiul i o ai-S:100 p su morf i Y
. P cul que podri jar una incipiente ividad

fagocitica

Los o céluk fthy al antk HIS43 de tamafo y perdieron su

forma G P una iOn en toda ef dwea del nervio.

En nto a la vasc ON se observd un discreto aumento en el calibre de los vasos

sanguineos, dado por el eng de sus p: .

Ademas de ias células presentes en el nervio NOIMal se observaron células cebadas, las
cuales se identificaron tanto con la técnica de H-E como con ia de esterasa inespecifica, por
ser con granulo & de 12 2N éneos,
llegéndose - contar hasta 20 de elas por corte, presentandose en ZONAS CErCANAS & VASOS
sanguineos.

©) Nervio Perifirico a 7 Dias de Lesién

A jos siete dias continud el a en ias 1es celulares. los nucleos
celulares se hicieron mas grandes y menos O la pérds de ia estructura
normal dei nervic. Con base a una mayor de se observo un incremento

on ol tejido conjuntivo del spinsuro.

Se obsernvé un gran o en el NG de cétul ith ala i i
8b) que p uns On en lodo al nervio, aunque con zonas de
& los vasos s.nguinoo', ia en su
ia ya que p los (foam cells), cuya

marcada actividad '-gocmu- os ovidomo por ia pr.lcnch de reslos de tejdo en su interior y
a for on de

Las CS p una mor It diferente de Ia normal. mostrando un
on su total. muchas de elias mostraron grandes vesiculas fagociticas.

Las céiluias positivas al anticuerpo HIS43 p.rdloton del todo su forma de huso y la de su

nucieo °] . P unm en ia zona epineural.

El o en ol de los vasos sanguineos asi como en el grosor de los endotelios

fue mas Las célul an una cantidad simitar a la otapa de

tres dias y se observaron célul an
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o) Nervie perifirice a 1 mos do issién

Un mes despuéds de ia lesion se ol en ins nes es. Los
v que en ias células de Im etapa anterior, hubo un

engrosamiento del tejido e;njulmvo epinaural.

de céiulas positivas & la reaccion de la

Se observd une on el

pecifica pero v 1 Su ion en todo al nemvio presentando un
que o un oan su idi i it por la presencia de grandes y
cs Ias i ith y se "o el nu de células anti-
S:100 positivas (figura 7b).

Los fibx no sy forma de huso y presentaron una mayor distribucion en la

zona epineural, ol g del o.
Los vasos i Varon sus y que los normales asi como el
en ol de ios er y se observé una mayor proliferacion vascular

1yo te en esta etapa.

intraneural. El niumero de células

o) Nervie perifiries a 2 meses de lesion

A los dos maeses 38 ochsernvo una ' on las { celulares, con excepcion de

ios fibroblastos, observéndose un ligero aumento en el tejido conjuntivo epineural.

Las cé ith als peci y e y fue r le el

cambio en su mor i En g s icul i estuvieron ausentes y
varon un ligero on su

Las CS recuperaron, en gran paste. la morfologia normal y practicamente no se observaron

b de con s

Las células positivas al anticuerpo HIS43 { ron ir andose, conservaron el
on su s su morfologia normat (figura 8b).

Ap: 2 vasos i sobre el epineuro y disminuyd el numero de los

vasos i ‘Las céluk aunque en baja cantidad, continuaron presentes.
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Fotografia del corte transversal de la rama peroneal del nervio ciatico. Técrica: Histogquimica

Figura 6.
enzimatica/Esterasa inespecifica. para identificacion de macrofagos. 800x.

A) Nervio normal: en el tejido normal se observan células débilmente positivas a la reaccion de ia esterasa
inespecifica (—): son evidentes los nucleos celulares (N) y su distnbucion homogénea en el tejido

B8) Nervio lesionado a 7 dias: se observa la pérdida de la arquitectura normal del tejido y e! mayor nurmero
de célutas positivas a la reaccién de la esterasa inespecifica (==). ias cuales presentan grandes vesiculas

fagociticas (vf) asociadas a células degenerantes (cd).



Figura 7. Fotografia del corte transversal de la rama peroneal de! nervio cidtico. Teécnica: ABP/anti-S:100.
para identificacion de célutas de Schwann. 800x,

A) Nervio normal: se observan las fibras nerviosas conslituidas por el axon (a), rodeado por su vaina de
mielina (vm) formada por la célula de Schwann(CS). En el limne externo de la vaina. que esta en contacto
con el endoneuro (en), se presentan los nicleos de las CS (n) y se observan zonas inMunorreactivas a
S:100 (==). En los espacios endoneurales se observan también vasos sanguineos (vs) de pequeiio calibre.
B8) Nervio lesionado a 30 dias: las células S:100 positivas (~). correspondientes a células de Schwann
(CS), alcanzaron su maxima pobiacion, muchas presentan vesiculas citoplasmicas (vc) que reflejan su

actividad fagocitica.
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Figura 8. Fotografia del corte transversal de {a rama peroneal del nervio ciatico. Técnica: ABP/HIS4Z, para
identificacion de fibroblastos. 800x.

A) Nervio normal: Las celulas inmunosreactivas a HIS43 (—). correspondientes a fibroblastos. se presentan
en baja proporcion en la region intraneural. siendo mas abundantes en |a zona epineural o cerca de ella.

B) Nervio lesionado a 60 dias: Se presenta ta mayor poblacion de células positivas para HIS43 (--). no
presentan su morfologia caracteristica y han aumentado en tamafio.




#. DESCRIFCION CUANTITATIVA

los p L al hacer la cuantificacion de

hy en jos grupos control, maniobra y
1 celuiar del drea total del nervio.

En las tabias 2, 3 y 4 se
macréfagos, CS y fibr

axperi conr ala p
Al efectuar el analisis estadistico, se encontrd® que las pobilaciones de los grupos control y
no pi 1 wcias  sigr entre lo cual refleja que el
procedimiento de maniobra en si no altera Ia o p on las
rale (fiy 9, 10, 11).
icién an alg

Al .lpresar los resuRados en porcentajes parece que existe una
d 6s de la seccion de ia rama peroneal del nervio cidtico: sin

absoluto estas pobiaciones tienen un inc(emanlo posterior a la

go, en su
lasion, A oxiste un an otros tipos on los periodos
cofrespondientes a tres y siete dias, como cé vy del que no fueron
incluidos en el presente estudio.
L de ] p S un con r a los grupos control y
Su ma ON con sigr a los siete dias de
lesidn. No obstante que el porcaentaje de macroéfagos disminuyd a los treinta y sesenta dias.
la citra no alos de (figura 9).

En la poblacion de CS su pico de maxima promemclén se identificd a los treinta dias
posteriores a ia lesidn con al P con ‘el vy el

maniobra. A los sesenta dias se observd una ciON en esta ion por
debajo de la referids en el control (figura 10).

También se observo on la de al el
grupo control con el grupo experimental. Los un ir no ir

a los treinta dias de I8 secciSn del nervio (figura 11), sin QOo, SU M poblacion se
observd a los sesenta dias, la cual p wcla al o con la de
los grupx v

de las tres poblaciones celulares
los periodos en que cada una aicanza
y ol p de las mi

En la figura 12 se observa o! I
represantado en una sola g o se ap
su pico maximo, observandose la P
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En o tismpo carvespondients a los tres dias ia poblacién mayor es la de CS con el 18.9%, a
pesar de Que ha con > a su p tam ia mas baja es la de
macrofagos con ol 4.4% que aumenta al doble con -l i

ia de fibrobiastos con el 10.3%. A los siete dias, cuando los macrdfagos Hegan a su pico
mdudmo con @l 25.3%, ias CS tienen otro ligero decremento, miantras que jos fibroblastos se

on . A los L dims la de macro ha dido, las CS
Negan a su Pico MaxiMo con ef 49.8%, a la vez que los K 7] 3
En el h de dims, los y ims CS p o8 y

los fibroblastos Negan a su maxima poblacion con un 47.8% de la poblack’m endoneural total.



Tabla 2. Evolucion cuer de
ratas sin lesién (grupos control y maniobra) ¥y con jesion por secciona 3,7, 30y 80 d

GRUPO MANIOBRA

GRUPO CA.ESION

TIEMPO GRUPO CONTROL
(DIAS) POB.PROMEDIO (%) POB.PROMEDIO (%) POB.PROMEDIO (%)
3 1.6+£05 33+03 4407
7 20x03 3.1200 2532 3.2~
30 1.5« 086 23204 105+ 1.7
a0 24201 24205 4.6 £ 1.0
- D ne significativa con respecto al control, P < 0.05
® LESION

Figura 9. Evalucion de la

80 4

PORACION (% con respacto ol ires tot)
EY
o
1

20 4

v CONTROL
v MANIOBRA

w

7 30

SO

TIEMPO (Dias)

3a

+ @.8.) en |la rama peroneal de) nervio cidtico en

en porcentajes con respecto al area
total del nervio ciltico, con y sin laslén purseeddn en ratas aduitas.
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Tabla 3. Evalucidn de cé de + e.e.) en |la rama peroneal del nervio
ciftico en ratas sin lesién ¥ y con lesion por seccion a3, 7, 30 y 80 dias.
TIEMPO GRUPO CONTROL GRUPO MANIOBRA GRUPO C/LESION
(DIAS) POS.PROMEDIO (%) POB.PROMEDIO (%) POB.PROMEDIO (%)
3 32.6x 15 M7z 48 18.92 1.7
7 34.0 % 0.7 324281 155221~
30 3390204 33.68x 5.4 49.8 2 2.2
a0 30.5 x 9.1 32.1+ 1.0 14.7 %2 1.0*
* Dif con al control, P < 0.05
® LESION
60 - v CONTROL
f v MANIOBRA
$
il
5 T
z
2
; 20 4
o J
iy r T T J
3 7 30 60

TIEMPO (Dias}

Figura 10. Evdl.“\hﬂﬂ la poblacion de células de Schwann expresada en porcentajes con respecto al
Area total det nervie Cidtico, con y sin lesién por seccién, en ratas aduitas.




Tabla 4. Evolucion
ratas sin lesion (grupos corntrol y

36

+ e.0.) en ia rama peroneal del nervio cidtico en
0N por seccidn 83, 7, 30 y 80 dias.

de
maniobra) y con jesi

GRUPO CAESION

TIEMPO | GRUPO CONTROL GRUPO MANIOBRA
(DIAS) | POBPROMEDIO (%) | POB.PROMEDIO (%) | POB.PROMEDIO (%)
[T 3 158+ 1.8 1452 1.1 103+ 06 ]
7z 1 16.42 1.9 145404 ] 13.7% 1.4 i
[ a0 152208 1 135209 | 214231~ 1
{ e | 159+ 1.8 130+ 1.2 [ 47.823.3" ]
* Diferencia estaxtisticamente significativa con respecto al comrot, P < 0.05
L J LESION

PORACON (oot v g

60

Y
o

N
o

v CONTROL
v  MANIOBRA

o

3a
TIEMPO (Olas)

Figura 11. Evolucidn de la pobiacion de fibroblastos en el nervio cidtico, expresada en porcentajes con
respecto al drea tolal del nervio cidtico,con y sin iesién por seccion, en ratas adultas.
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MACROFAGOS
SCHWANN
FIBROBLASTOS

60 -

LN

POBLACION (% con respecto ol dres fol)
s
=]
1
R \M~«
=4

—

30

TIEMPO (Dias)

Figura 12. Evolucion comparativa de las tres poblaciones intranewrales: macréfagos, células de
Schwann y fibrobiastos en el nervio ciMico con jesion por seccion en ratas adultas.



DISCUSION

Al analizar los resultados obtenidos en el p t de la lucion de cada BN
celular en el nervio por"étioo se observa que en el caso de los macrofagos, presentan una
ion 1te pr io on el nervio normal de 1.8%., la cual no difiere basicamente de

valores reportados en estudios previos utilizando anticuerpos como el ED-1 y el ED-3
(Monaco et al., 1992; Griffin et al., 1993).

Tres dias después de la lesion la poblacion se duplica con respecto a la normal, y se dispara
drasticamente a los siete dias, hasta llegar a conformar ai 25% de la poblacion celular neural

siendo la etapa on |a cual alcanzaron su pico ma Este port to coincide con lo
en to a una rapida y iva resp ta inicial de reclutamiento de macréfagos
tanto residentes como p de circulantes que entran y se activan en la

zona de lesidn para dar inicio a la reparacion del tejido danitado.

lesion de Aximo rech ito de

De acuerdo con Perry et al. (1987), el periodo
macrofagos es antes y durante el tiempo de méxima proliferacion de CS, por o que se podria
considerar que en al NP dos ite diferentes la degeneracion y la
on, se p casi al mismo tiempo una vez ocurrido el dailo en el nervio.

Durante la deg ion el a y activacion de los macrdfagos podria reflejar una faceta
del des.rrollo de ia lesion: inr te 6s del trauma el conjunto de ceélulas y

[ en la ria iniciml se acth 1 ¥ $e observa una atta
actividad fagocitica. a Ia vez que el tejido presenta procesos degenerativos desde el
momento de la lesion, llegando ala " en el periodo
comprendido omre los siete dias, y requirisndo por lo tanto, Ia respues(a de una elevada

de ! de la de restos , o cual justi ia aha
cantidad de macréfagos presentes en esta stapa. El decremento paulatino posterior en la
poblacion es contrario a la explosidn que se da iniciaimente, y que podria estar asociado al

requerimiento de una afta p de durante los eventos posteriores de
regeneracion, ya que éstos, de su O itica icipan en la produccion de
de la pr Y jular. Adick varios sugieren que

los restos de por juegan un papel primaric en la respuesta
mitdtica de las CS (Bak:hwal ot al., 1988) y particy te. Otra actividad
L que iz ios QP es el iclaje del i, o para la

formacion de la mielina por las CS proliferantes (Boyles et al., 1989).

En estudios r se ha que el incremento temprano en {a poblacion de
ién esta iado con el av en el p ial reger ivo de los axones




TESIS NO DERE
tﬁl? BE LA BIBLIOTERA,

dal SNP, que es Y que en el SNC. En el SNP los monocitos
P del gui Hegan ol sitio del trauma diferencidandose en
1 los restos de la mislina y los axones degenerantes

vados que
(B.ucho ot al., 1984. Friede y B.ueh.. 1993; Griffin ot a/., 1992), ademas de estimular el
on ia exp on y de éculas que contribuyen en la regeneracion

en células como S principalments. Lo anterior contrasta con la respuesta que

o3 vista en el SNC pubs de la i y. que son Muy pocos los monocitos que antran
¥y se activan en el sitio La ma g tiene una respuesta reducida y
demorada (Avelino 6! al.,, 1995) que prolonga |la fase degenerativa y demora la limpieza de
los restos celulares, por io que el ambiente necesario para la regeneracion no es producido y

en la mayor parte del SNC dafiado no se llegan a regenerar las rutas axonales. En este
pueden también degradar molécuias inhibidoras

se ha deducido que los
aspecificas que estan presentes en la mielina central y que inhiben el crecimiento axonal

(Caroni & Schwab, 1988).

Pama mmp-rur la respuesta de ios macrofagos en SNC y SNP, Perty et al., (1987) hicieron un

inmt simico de S descriptivo en rata y raton. Después de la iesion de
os nervios Optico y cidtico, procesaron el tejido utiizando anticuerpos monoclonales
[v t ® hi Y Sus observaciones en microscopio de luz. Ellos

encontraron que existe diferencia de la respuesta en cuanto a la ubicacion de las células

tagociticas, ya sea en SNC o en SNP. pero no hay diferencia a nivel de especies. Estos
in on de macr en SNP entre tres y cinco dias

P
después de la lesidon, pero no una d i i de su mé 5> de cuar ion

P P

Su discusion se centra en la importancia de los macréfagos durante la degeneracion del

nervio, puesto que su actividaed de degradacion del tejido lesionado contribuye a una
6n mas efectiva de las fibras dafiadas, como acontece en el SNP.

En este contexto Avellino et al., (1995) plantean en su trabajo un objetivo similar para evaluar
en SNC y SNP durante la degeneracion

a P de ] de
Walleriana, obl.nhndo que la maxima poblacidn, en el NP, se presentd a los 21 dias
ion; sus difi a los reportados por Perry et al., (1987), asi como con los

an el pi bajo. donde el pico méaximo de macréfagos se obsarvé a los siete
dims. Aqui observamos que e} pico maximo de los 21 dias que reportan Avellino et al.. (1995)
se ubica entre ias etapas de los siete y jos treinta dias del presente astudio, por lo que saria

con si en este intervalo que ha quedado descubierto en el

in [’ de Sfag. continia aumentando y su comportamiento es
semejante al reportado por astos autores o hay un descenso inmediato después del pico de
los siete dias y que habria que en cor ©n en el caso de que el nervio sea
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utilizado como un NPP, puesto que es importante conservar una ala poblacion de

por ias que éstos una vez que han sido activados.
En cuanto a la Mucion en la de CS se observa que iniciaimente, es decir, en los
periodos correspondientes a Oos tres y los siete dias, se presenta un descenso que podria
estar por la 6n a que condujo el trauma inicial. La recuperacion de

la poblacion se alkcanza mas lentaments, aunque en realidad desde estas etapas ya se
presente una proliferacion inicial, que no se refleja en términos de ljos porcentajes con
respecto a la poblacidn endoneursl total, sino hasta los treinta dias. cuando las CS ilegan a
su pico F alos dias otro o. Para U
este GURiMO descenso se podria recurrir a ia consideracion que hacen Griffin et al., (1993),
quienes proponen que el decremento en el porcantaje de CS hacia los dos meses podria
estar ala calular, i a que las nuevas CS que han proliferado en una
etapa inicial ' &d no axonal.

Miyamoto et al., (1988). encontraron el pico maximo para macrofagos y CS a un mes

postlesion, sin embargo, su periodo de SN mas fue p a un mes.
P otros (Perry ot al., 1987; Clemence ot al., 1989; Komiyama y Suzuki,
1992; Siironen et al.. 1992:; Avellino et al., 1995) 1 las iones para
ambos casos en tiempos diferentes al de treinta dias, disefiando @studios que empezaban en

mas al de la lesion. A s de células ia
realizaron con el . sin utilizar ningun inmu T En
condiciones nomales las CS se identifican por la p de su basal, pero es
més entre y ites del nervio periférico;

en condiciones de lesion, los cambios en el tejido, sagun tas etapas degenerativa y de
regeneracion, aumentan la complejidad para definir los diversos upos celulares: tas CS

1 SU basal y una idad o los macr 25 Y
los fibroblastos cambian sus formas ¥ P una aklta il En este caso
los propios autores reconocen |a dmcunad para distinguir entre fibroblastos y células

sin QC. en su ia no 1 criterios definidos para

reconocer & cada tipo celular.

En un por C ot al., (1989), cuyo principal objetivo fue comparar la
proliferacion entre CS mielinizantes y no mielinizantes posterior a la lesion del nervio, en ratas
jovenes, emplearon los anticuerpos anti-S:100 y anti-P, para identificar CS y anticuerpos

para E) peril en el que v ia ' ma de CS
y de macrdfagos fue de tres y de dos dias, respectivamente.
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Mas tarde K Y (1982) o la infl i i de
ia edad del individuo sobre ia respussta proliferstiva de las CS después de ia lesion en el
nervio clét En su P para Ccs.

¥ ia prok iva se midid con base en la incorporacion de
timidina tritiada on cullivo de En sus

m ' que para
ratones de tres dias de sdad la proliferacion de CS decae drasticamente a partir de |a lesion

del nervio y durante el transcurso de su estudio continua en descenso. sin observarse alguna

P Cabe mer que el
que seris e Hevar el

po total de estudio fue solo de siete dias, por lo
de estudio a intervalos mas largos. En los animales
lesionados a los sisle dias de edad, se observd un compartamiento similar en la respuesta
proliferativa de las CS que la preseniada en los individuos de tres dias de edad, aunque el
descenso en la respuesta fue mas paulatino. Sin go, el es r cuando la
lasion del nervio fue hecha en animales de sesenta dias de edad, donde !a proliferacion de
CS llega a un pico maximo, superior sl 20% del normal, a los tres dias postlesion. Ellos
coNCiuyaron qQue en Nervios de jo hay factores que actian como
o para pero no para CS. Estos resullados podrian estar relacionados
con o di de mielir 4n en que se encuentren las CS, y seria interesante hacer
i a pericdos entre los seis y sesenta dias de edad del individuo, para
determinar el momento an el que las CS inician la respuesta proliferativa.

En 1o que se al cc lento de los obser que durante los

dias p > un ci ito lento, en el periodo comprendido entre
uno y dos meses el lncromenlo se acelera, alcanzando su pico de maxima proliferacion a los
sesenta dias. Sin embargo, su poblacbén podria presentar un aumento posterior. tomando en
cuenta los que obfy ) et al..
maximo de prolifi on de
en lap on de

(1988), quienes reportaron un pico
a jos seis meses postlesion. Este crecimiento tardio
podria estar relacionado a su funcion restauradora, realizada
en un ambiente libre de restos degenerantes, donde una vez que los efectos del trauma
inicial se han llavado a cabo y han de proli otras

[« ones uk es
k los proli 1 do los P restantes y formando el tejido
cicatrizante.
S“ronon ot al., (1992) v 1 es inmur para identificar CS, fibroblastos y
con el objetivo de

ar la influencia del axén en la proliferacion de CS e
identifican una proliferacion maxima a los catorce dias postlesion. La diferencia con respecto
al presente estudio podria estar dada por variables metodolagicas, particularmente en cuanto
a la técnica de evaluacion, debido a que estos autores hacen una distincion en el conteo de
CS en el nervio degenerante y en regeneracion con base a la 4n del i or

de proliferacion celular (PCNA) y no evaluan todas tas CS presentes en el nervio, es decir,
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tanto ims que 10 é
proliferacion despuds de s lesion.

de 12 lesién, como ias células originadas por la

En el estudio realizado por Salonen ef al. (1988), las CS son identificadas mediante el

anticuerpo anti-S:100, su pico mab al mes p on, que para los
fibroblastos, definidos por exclusibn como células S:100 negativas; jos macréfagos fueron
ider por su 6n con el anticuerpo anti-tripsina-1t-a. Sus resultados en CS y
&,
son

a los dsl presente estudio, no sucediendo asi en el casoc de
ﬁbrobhnos, lo cual podria ser debido a que no estan utilizando un marcador especifico para
#stos y que ef tiempo de estudio fue més corto,

La diferencia temporal en la que cada poblacion celular llega a su pico maximo. puede ser
debida s varios factores: en cuanto al comportamiento de los S bajo cor

de lasion éstos no Hegan a proliferar sino que son reciutados desde et exterior y arriban de
forma temprana y masiva al sitio del dailo, de modo contrario a o que acontece con las CS y
los fibroblastos, puesto que ambos sufren una pé
por ia lesion al NP, qQue es rect
a cabo tas célul

on su p Gn nomal,
a través de la respuesta proliferativa que llevan

restantes y que se refleja hasta periodos mas prolongados,
dependiendo de la funcion intrinseca de cada tipo celular.

Tomando en cuenta la suma de {os porcentajes de las

de las cé
en ol presente ) que, g

, S8 an una al
100% por o que se debe considerar que un poro.m-h variable o apornten principaimente
células como ias las er ¥y los pericitos de los vasos sanguineos,
especiaimente on los nernvios lesionados, en I0s que se observa un notable aumento en sus

paredes después de la lesion (an una menor cantided las células cebadas que intervienen en
I Adick

cabe Que una aka cantidad de células
s1oo positivas no fueron tomadas en cuenta por no cumplir con todos los criterios
preestablecidos para ser consideradas como CS.



CONCLUSIONES
Con base en los de la & ol de
n i con los anMicuerpos anti-S:100 y HIS43 para ldonmkacbbn de
& de v vy e, ydet simica te la
on de s para on de Ofag después de lesiéon por

seccidn compieta de la rama peroneal del nervio ciditico de ratas adultas de la cepa Long
Evans a 3. 7, 30 y 80 dias. se concluye que:

1. Ellsto una P it v entre células de Schwann,
v después de la lesion del nervio.
2. T se p un recl o P de macrofag que alcanzo su
poblacion maxima a los siete dias, mientras que e! pico de maxima proliferacion para células
de sep al mes p & lalesion y a los dos para
3. El nervio periférico que sea utitiz como trar se debe a una p on
con un tlempo intermedio entre los siete y los treinta dias si se pre(onde implantar la mayor
de de ¥ con ello jograr una mejor i i Y y estimi ion del
crecimiento neuritico, @ la vez qua se conserva en el tejido un allo numero de macréofagos
cuys actividad 1. los P de reg
PERSPECTIVAS
En de los se sugiere la realizacion de estudios similares.
con bass al dised para hacer la evaluacion de las poblaciones
les a los w col P entre los siete y los treinta dias, para detectar si
se p P @n CS y macrofagos.
otros axper que ap tos que ayud: a integrar ol

[ [+ i de) neural bajo condiciones de lesion.
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