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El cuerpo humano posee alrededor de 100 trillones de células, con
aproximadamente 260 fenotipos diferentes, que se asocian en el espacio y el tiempo
para formar tejidos y 6rganos. A pesar de la complejidad de nuestro organismo,
existen solo cuatro tipos basicos de tejidos: epitelial, conjuntivo, muscular y nervioso.
Asociados en diferentes proporciones, conforman los distintos 6rganos y aparatos de
nuestra economia corporal (Campos, 2004).

En la actualidad, es una asignatura pendiente poder ofrecer un
tratamiento eficaz a las lesiones del nervio periférico, fundamentalmente, en
las que existe una pérdida de sustancia nerviosa que impide la reparacion
directa. La mayor parte de nuestros nervios espinales son mixtos,
estableciéndose ante tal tipo de lesion, un déficit motor de todos los grupos
musculares dependientes de ese nervio y un déficit sensitivo que puede llegar
a ser, incluso, mas incapacitante.

Los tratamientos quirdrgicos de los que disponemos actualmente
cuando hay un defecto nervioso son muy limitados y la mayor parte de ellos
con malos resultados de recuperacion funcional. Por tanto, es necesario
investigar nuevas terapias orientadas a reparar las lesiones nerviosas
periféricas y que puedan mejorar su mal prondstico.

La Ingenieria Tisular nos abre la puerta de la esperanza para desarrollar
terapias avanzadas que nos permitan resolver las lesiones producido en el
seno de un tejido, como el nervioso, donde la capacidad de replicacién de las
neuronas es inexistente e imposible.

J. Garrido Gémez

EL NERVIO PERIFERICO.
1.1 ANATOMIA DEL NERVIO PERIFERICO.

El sistema Nervioso Periférico esta compuesto por 31 pares de RAICES
NERVIOSAS, (y sus prolongaciones) y por 12 pares de NERVIOS CRANEALES.

Los 31 pares de raices nerviosas se disponen de la siguiente manera: 8 pares
cervicales, 12 pares dorsales, 5 pares lumbares, 5 pares sacros y 1 par coccigeo.

Hay que hacer notar que hay 8 pares cervicales y solo 7 vértebras. Ello es
debido a que el primer par cervical emerge entre el occipital y la primera vértebra
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cervical, el segundo entre la primera y segunda vértebras cervicales (C1 y C2), etc.,
hasta el octavo par dorsal sale entre C7 y D1. A partir de ese nivel, el primer par
dorsal sale entre D1 y D2, y se continta de igual forma hasta el quinto par lumbar,
gue sale entre L5 y S1. Las raices sacras emergen por los correspondientes orificios
sacros. El coccigeo sale por el hiato coccigeo.

Cada raiz nerviosa esta constituida en realidad por dos raices: una raiz dorsal
o posterior (aferente), que contiene un ganglio sensitivo (Ganglio Dorsal); y una raiz
ventral o anterior (eferente). Ambas se unen para formar una raiz Unica a nivel del
agujero de conjuncién (Figura 1). En el agujero de conjuncién, la duramadre que
recubre a las raices se continta con la cubierta del nervio periférico. A partir de ese
momento a las raices se denomina, excepto en la region dorsal, PLEXOS, porque,
durante un trayecto de varios centimetros, existen abundantes comunicaciones entre
sus distintos TRONCOS. Los plexos son: el cervical (C1-C4), el braquial (C5-D1) el
lumbar (L1-L4) y el lumbosacro (L4-S1). (Figura 2)

RAICES POSTERIORES

GANGLIO DORSAL

MENINGES:

PIAMADRE Figura 1. Seccion de
ARACNOIDES médula espinal. Esquema.
NDIIRAMANRF

El sistema nervioso de nuestro organismo incluye todo el tejido nervioso y
tiene por funcién principal la comunicacion. Debido a su configuracion estructural con
prolongaciones muy largas y propiedades electrofisioldgicas especiales, las células
nerviosas estan especializadas para ello. En la célula nerviosa, la neurona, las
funciones celulares generales de irritabilidad (capacidad de la célula de reaccionar
ante distintos estimulos) y de conductividad (capacidad de transmitir los efectos de
la estimulacién hacia otras partes de la célula, a la que se agrega la capacidad de
transferir informacién a otras celulas) alcanzan su maximo desarrollo. (Matthews G,
1996).
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La unidad funcional del sistema nervioso es la neurona, que tiene un cuerpo
celular, un axon y frecuentemente muchas dendritas. Hay cuatro clases de
neuronas: neuronas sensoriales, interneuronas, neuronas de proyeccion y neuronas
motoras. Muchas estan rodeadas y aisladas por células de la glia, lamadas
neuroglia en el sistema nervioso central y células de Schwann en el sistema nervioso
periférico. Las células de la glia, no participan directamente en la produccion del
impulso nervioso, sino que proporcionan la vaina de mielina que acelera la
transmision de las sefiales a través de las neuronas, ademas acttan como tejido de
sostén, facilitan la nutricién de las neuronas y la eliminacion de sus desechos
metabdlicos y sirven como guias para el desarrollo neuronal. (Gerhmann J,
Matsumoto Y, Kreutzberg GW, 1995)

El sistema nervioso de los vertebrados tiene subdivisiones que pueden ser
distinguidas por criterios anatémicos, fisiolégicos y funcionales. La principal, es la
subdivision en sistema nervioso central, el cerebro y la médula espinal; y sistema
nervioso periférico, las vias sensoriales y motoras que llevan informacion hacia y
desde el sistema nervioso central. Las vias motoras incluyen a su vez, el sistema
nervioso somatico, con control voluntario sobre el masculo esquelético y el sistema
nervioso autbnomo, que controla de forma inconsciente al musculo liso, al cardiaco y
a las glandulas. El sistema autébnomo, a su vez, se subdivide en sistema simpatico y
sistema parasimpatico, que permiten una adecuada adaptacion al estrés o cualquier
otra situacion. Cada nervio periférico esta constituido por fibras nerviosas amielinicas
y mielinicas, que pueden ser aferentes o eferentes, y estas a su vez, pueden ser
motoras somaticas o motoras vegetativas autbnomas simpaticas. La proporciéon de
cada una de las fibras depende del nervio en cuestion, pudiendo variar
proporcionalmente dependiendo de la funcion que desempefie la zona inervada.

1.2. HISTOLOGIA DEL NERVIO PERIFERICO.

Las células de sostén del sistema nervioso periférico son las células de
Schwann que se asocian a todas las fibras nerviosas periféricas. Estas células
conforman la vaina de Schwann o neurilemas por la forma en que rodean a sus
correspondientes axones. Todo axdn del sistema nervioso desde las raices dorsales
y ventrales hasta las ramificaciones mas distales de las fibras sensoriales o motoras
esta rodeado en la mayor parte de su longitud por un conjunto de células de
Schwann. Los nervios periféricos se recubren de varias capas, siendo la compuesta
por las células de Schwann la que se halla en mas intimo contacto con los axones.
(Weiss, 1982) (Figura 2)
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Figura 2. Célula de Schwann
rodeando a un axon. Su funcion
principal es la de aportar nutrientes
al axon y favorecer la conduccion
nerviosa mediante la produccién de
mielina. Interviene de forma directa
en la regeneracion nerviosa.

La vaina de mielina de un nervio periférico esta rodeada por el protoplasma
de una célula de Schwann; a su membrana celular se afiade una membrana basal,
la cual envuelve el internodo, aislando asi las fibras nerviosas unas de otras. La
mielina de las fibras mielinicas no es continua; esta interrumpida de manera
periodica por estrechamientos llamados Nédulos de Ranvier. En estos nddulos no
hay mielina y la vaina de Schwann se invagina y, no la cubre por completo en estos
sitios, como ha demostrado Robertson con estudios de microscopia electronica.
(Robertson, 1962) (Figura 3)

Figura 3: Discontinuidad de
la vaina de mielina: N6édulo
de Ranvier.
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Los nervios periféricos contienen cantidades importantes de tejido conectivo
gue protege y sostiene las delgadas y fragiles fibras nerviosas. Por su parte externa,
el nervio esta rodeado por una gruesa capa de tejido conectivo denso irregular, el
epineuro. Dentro del nervio, las fibras nerviosas suelen estar agrupadas en
fasciculos definidos, separados por prolongaciones del epineuro. Los fasciculos
estan rodeados por una capa de tejido conectivo circular, el perineuro, menos rico
en fibras que el epineuro. Este perineuro forma varias capas de laminillas
concéntricas que , en conjunto, representan una barrera de difusién denominada
“vaina perineural”, la cual se piensa, es la que permite obtener unas condiciones
Optimas para que en el axén haya una adecuada capacidad conductora. Dentro del
perineuro, los espacios entre las fibras nerviosas estan ocupados por tejido
conectivo laxo, llamado endoneuro. (Geneser, 2003) (Figura 4 y 5)

Fibras
Amielinicas

Fibras
Mielinicas

Figura 4. Estructura
histologica del nervio
periférico.

Tejido Conectivo
y Tejido Graso

Vasos
Sanguineos

Endoneuro

Perineuro

Epineuro

Figura 5. Seccién
transversal Nervio Sural.
Se pueden observar cada
unade las estructuras
descritas previamente.
(Dra. Gonzalez Aleman y
Dr. Andrade, 2000).

El aporte vascular del nervio procede de un sistema intrinseco y extrinseco
gue se origina en las arterias locales y regionales y que penetran en las vainas
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epineurales y perineurales conectandose entre si formando un plexo capilar
indefinido dentro del endoneuro. El sistema de vascularizacion mas importante del
nervio es el intrinseco. Una tension excesiva a lo largo del nervio puede
comprometer significativamente el aporte vascular intrinseco del nervio. (Bora, 1980)
(Figura 4y 5).

La Neurona es el cuerpo de la célula nerviosa con todas sus prolongaciones.
Todas las neuronas poseen un cuerpo celular o soma compuesto por el nucleo
rodeado de cantidades variables de citoplasma. El citoplasma que rodea el nucleo
se denomina Pericarién. A menudo existen numerosas prolongaciones cortas
ramificadas, las dendritas y una prolongacion larga, el axén o neuroeje, que en
algunos casos alcanza mas de un metro de longitud, es la estructura donde vamos a
centrar la mayor parte del estudio. (Figura 6)

Si observamos con microscopia electronica las neurofibrillas (estructura de
microscopia optica) de las neuronas, aparecen haces de filamentos de unas 10 nm
de didmetro que se agrupan entre los corpusculos de Nissl y en los axones y
dendritas. Los filamentos se denominan Neurofilamentos, y forman parte del
citoesqueleto y confieren sostén mecanico, sobre todo al axén, donde se encuentran
en gran cantidad y dispuestos en paralelo.

Porcion receptora Porcion conductora Porcion efectora

[ " - “ A
Alerencia
a través Efector

de axones (musculo esqueiético)
de otras
newonas \ \
L)

Céluta de Schwann

Dendritas no meelinizante
A Cuerpos
\._:5\__ del Nissl
N _b LK Cono axénico Segmento
s N S Rama colateral inicial Nudo Cé
— S elula

Tdel axon ,del axén  de Ranvier de Schwann

C
Direccion
cel impulso
nNervioso

Figura 6. Esquema de estructura
microscoépica de una neurona.
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Ademas de los neurofilamentos, a menudo se encuentran grandes cantidades
de microtdbulos o neurotubulos. Al igual que los neurofilamentos, los microtubulos se
suelen disponer en haces paralelos que circundan los corpusculos de Nissl. Los
microtUbulos no difieren en estructura de los que se encuentran en otros tipos
celulares. A menudo se entremezclan con los neurofilamentos y, al igual que éstos,
contribuyen a estructurar el citoesqueleto, a conferir rigidez y brindar estabilidad a la
morfologia de la célula. Esto es especialmente importante en el axén donde haces
paralelos de microtubulos contribuyen a mantener la forma extendida, y ademas
representan la base del transporte axonico. (Geneser, 2003).

Nunca sale mas de un axén por cada neurona, y por lo general éste es mucho
mas largo y mas delgado que las dendritas de la misma neurona, con un diametro
casi uniforme. El citoplasma del axon o axoplasma es continuacién del citoplasma
del pericaridn y contiene mitocondrias, tubulos alargados de reticulo endoplasmico
liso, microtubulos y gran cantidad de neurofilamentos, carece de corpusculos de
Nissl. Muchos axones estan rodeados de una vaina de mielina rica en lipidos, ésta
no forma parte de la neurona, sino que el axolema y la vaina de mielina estan
separadas por una hendidura de unos 20 nm de ancho. (Geneser, 2003).

1.3. FISIOLOGIA DEL NERVIO PERIFERICO.

Las fibras nerviosas amielinicas s6lo poseen una vaina de Schwann
rodeando los axones sin presencia de mielina, ésto repercute directamente en la
capacidad de conduccion de impulsos nerviosos, que se produce con una velocidad
inferior a 1 m/s. (Figura 7)

Figura 7. Izquierda: imagen fibra nerviosa a mielinica. Derecha:
fibras nerviosas mielinicas rodeadas de una capa de mielina
oscura alrededor. (Alvarez Marin, 1995)

Por otro lado, las fibras nerviosas mielinicas, se denominan asi porque
cada célula de Schwann forma un segmento de mielina a lo largo del axén, de forma
gue el segmento es discontinuo, por lo que existe una zona del axdn de unos pocos
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micrémetros libre de mielina, llamada Espacio de Ranvier. La mielinizacién permite
una transmisién nerviosa mas rapida, dado que la mielina aisla al axén entre los
espacios de Ranvier, donde se encuentran canales ionicos de sodio. La apertura de
canales idnicos dirigida por potencial tiene lugar a saltos entre un espacio de
Ranvier y el siguiente, a ésta transmision mas rapida y a saltos se denomina
Transmisién Nerviosa Saltatoria, que imprime un velocidad mayor a la transmisién
de impulsos, llegando incluso a 120 m/s en las fibras mas gruesas. (Figura 8)
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Figura 8. Esquema de conduccion saltatoria en fibra nerviosa
mielinica (A) y conduccion no saltatoria o continua en una
fibra amielinica (B).

Existe una relacion directa entre el calibre del axon o cilindroeje, el espesor de
la vaina de mielina, la distancia entre los nodos de Ranvier y la velocidad de
conduccion del impulso nervioso. A mayor calibre del axon, mayor espesor de la
vaina y mayor la distancia intermodal, mayor seré la velocidad de propagacion del
impulso. Las fibras nerviosas se clasifican en A, B y C dependiendo de su contenido
en mielina y la velocidad de conduccion. (Tabla 1)
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Mielina Didmetro del axén Velocidad de conduccion
Fibras tipo A +++/++ 3-20 ym Hasta 20 m/s
Fibras tipo B + 1-3 um Hasta 15 m/s
Fibras tipo C - <1lpum Hasta 2 m/s
(amielinicas)

Tabla 1. Clasificacion de las fibras nerviosas.

La transmision del potencial de accion es debido al movimiento de cargas
entre el interior y exterior del axon a través de las membranas que lo forman. El axon
esta constituido por una bicapa lipidica que separa el interior del exterior y solamente
es posible la circulacion de cargas a través de los canales que encuentran
intercalados. Estas proteinas se controlan por ligandos o por voltaje.

En el caso de que el control sea por ligando, el mecanismo de apertura para
dejar pasar las cargas es debido a una substancia (ligando); un ejemplo es el debido
a la acetilcolina sobre el canal de acetilcolina que abre una puerta de un tamafo de
0.65nm que deja pasar todos los iones y moléculas de tamafio inferior. Esta puerta
es de suma importancia en la transmision de las sefiales de una célula a otra y de
las células nerviosas a las musculares.

En el caso de las puertas que se mueven por voltaje, éstas se controlan por la
diferencia de potencial eléctrico de la membrana celular. Si hay una fuerte carga
negativa en el interior las puertas de sodio estan cerradas, pero si pierde parte de la
carga negativa se abren de forma brusca dejando pasar el sodio.

El potencial de accién se genera cuando el potencial de membrana de una
célula se despolariza por encima de un determinado umbral, efecto que suele durar
unos milisegundos. En este tiempo se produce un cambio muy rapido de la polaridad
de la membrana de negativo a positivo (Despolarizacion) y vuelta a negativo
(Repolarizacion), terminando con una fase de hiperpolarizacion antes de volver al
nivel de reposo. La propagacion del potencial de accion se produce cuando una
parte de la membrana se despolariza y se abren los canales de sodio, momento en
el que entran los iones de sodio. En este momento en la membrana adyacente se
produce un efecto de despolarizacion y el proceso se repite provocando un
desplazamiento del potencial de accion a través del axon.
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Ademas de la difusién de los potenciales de accidn, a lo largo de la
membrana axoénica, tiene lugar un transporte axoénico, es decir, el desplazamiento de
sustancias dentro del axén. Solo el cuerpo celular puede sintetizar proteinas, como
por ejemplo enzimas o receptores de axolema, por lo que es necesario un transporte
a través de vesiculas en el interior del axdn, concretamente es en el pericarion
donde se producen esas proteinas que luego son transportadas hasta las terminales
axonicas. Existen dos tipos de transporte axoénico, rapido y lento, ambos
anterogrados (centrifugos), uno de unos 3mm/dia y otro de unos 100-400 mm/dia.
Ademas el transporte rapido también es retrégrado (centripeto), con el objeto de
devolver componentes celulares desgastados al cuerpo para ser reutilizados.

(Geneser, 2003).
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1.4. LESIONES NERVIOSAS:

¢ Clasificacion
¢ Principios de la regeneracion nerviosa

Clasificacion de las lesiones nerviosas.

Existen diversas etiologias de las lesiones del nervio periférico, las mas
frecuentes son las heridas penetrantes, aplastamientos, traccion, isquemia y
mecanismos menos comunes como las lesiones térmicas, eléctricas, por radiacion,
percusion y vibracion. (Robinson; 2000, 2004).

En general, las lesiones por estiramiento o traccion son las més frecuentes en
los traumatismos nerviosos, sobre todo en los accidentes de tréafico. Las
laceraciones, por cristales, cuchillos, ventiladores, hojas de sierra, metales o por
fracturas de huesos largos constituyen aproximadamente el 30 % de las lesiones
nerviosas graves. Otro mecasnismo de lesion nerviosa frecuente es la compresion,
la cual ocasiona una deformacién mecénica al nervio asi como un proceso
isquémico, ambos pueden producir lesiones histologicas y funcionales severas a un
nervio aun cuando el factor causal se aplique de forma subaguda o crénica. (Stanec
et al; 1997)

Las lesiones nerviosas fueron estudiadas por primera vez de forma
sistematica durante la Guerra Civil Americana por el neurdlogo S. Weir Mitchell.
Muchos de los avances en el conocimiento sobre las lesiones nerviosas periféricas
se han producido durante periodos de guerra. En un ambiente militar, la mayoria de
lesiones nerviosas se deben a la metralla. (Maricevic y Erceg; 1997).

Hoy dia en la practica clinica las clasificaciones mas cominmente usadas
son: la de Seddon y la de Sunderland. La clafisicaciéon de Sunderland es mas
compleja, pero es mas util. Seddon dividio las lesiones nerviosas en:

Neuroapraxia: la estructura nerviosa esta intacta pero no puede transmitir
impulsos. (praxis = hacer, ejecutar). Existe una disfuncion fisiolégica que provoca un
blogqueo de la conducciodn nerviosa. Los axones se encuentran integros y no existe
ninguna degeneracion distal al sitio de lesion. Generalmente existe un érea limitada
de mielina dafiada que, generalmente, es reparada por las células de Schwann y la
funcidn del nervio se restaura sin secuelas. (Seddon; 1943. Devries GH; 1993)
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Axonotmesis: el axdn se encuentra dafiado o destruido, pero el tejido
conectivo de sostén de los axones, el Perineuro, se encuentra integro. (tmesis=
cortar).

Neurotmesis: el tronco nervioso esté totalmente seccionado y no hay
continuidad anatomica. La mayoria del tejido conectivo de sostén se encuentra
dafiado o interrumpido. (Seddon; 1943)

La axonotmesis incluye a su vez una amplia variedad de lesiones nerviosas
gue tienen diferentes prondsticos. La clasificacién de Seddon fue modificada por
Sunderland y esté distribuida en cinco grupos. La gran ventaja de la clasificacion de
Sunderland es que subdivide la axonotmesis en tres subgrupos con diferente
prondstico y tratamiento cada una de ellas. Se trata de una clasificacion por grados
de lesion que se asocian a peor pronoéstico de forma progresiva.

(Figura 10)

Grado | de Sunderland: es equivalente a la neuroapraxia de Seddon. Es la
lesibn mas leve. Los axones estan intactos pero no son funcionales. Hay déficit
motor y sensitivo en la zona dependiente del nervio lesionado debido a la
desmielinizacion. Generalmente la afectacion motora es superior a la sensitiva.
Clinicamente no se produce atrofia muscular, en contadas ocasiones es leve por el
desuso. La paralisis motora puede prolongarse hasta 6 meses, pero la mayoria de
lesiones se resuelven a los 3 meses (Dumitru et al; 2001). EMG con persistencia de
conduccion distal y sin actividad voluntaria. El periodo de recuperacion espontanea
oscila entre unas horas y unos meses, generalmente depende del tronco nervioso
afecto, pero la recuperacion de la funcion se produce alrededor de las 12 semanas.
No precisa manipulacion quirdrgica en ningun caso.

Grado Il de Sunderland: existe una interrupcion de los axones del nervio. En
este caso el endoneuro y el perineuro estan intactos. Existe una degeneracion
walleriana del axén afecto. Existe una atrofia muscular progresiva y reversible. EMG:
Interrupcion de conduccion. Fibrilacion en reposo. No actividad voluntaria.
Generalmente no precisa de manipulacion quirdrgica para obtener una recuperacién
completa

Grado lll de Sunderland: existe una axonotmesis, como en el grado I, pero
el endoneuro se encuentra interrumpido y el perineuro intacto. Existe
desmielinizacion, interrupcion del axon y degeneracion walleriana. Se produce una
proliferacion del tejido conectivo de sostén que resulta en una fibrosis intrafascicular.
EMG: Interrupcion de conduccion. Fibrilacion en reposo. No actividad voluntaria. Se
recomienda actitud expectante hasta alcanzar una recuperacion espontanea, en
algunos casos se precisa de manipulacion quirdrgica para favorecer recuperacion
funcional.
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Grado IV de Sunderland: existe una axonotmesis con lesion asociada de
endoneuro y perineuro y sélo en epineuro esté intacto. Existe desmielinizacion.
Interrupcion del axén y degeneracion walleriana. Fibrosis intra y perineural. EMG:
Interrupcion de conduccion. Fibrilacion en reposo. No actividad voluntaria. Si no se
realiza ninguna intervencion se produce un neuroma intraneural que se asocia a
déficit motor y sensitivo. En casi todos los casos se recomienda reparacion
quirargica de la lesion.

Grado V de Sunderland: equivale a la neurotmesis de Seddon y existe una
disrupcién completa de todas las capas del nervio. Se produce desmielinizacién del
segmento nervioso afecto. Se genera atrofia muscular progresiva. EMG: Interrupcion
de conduccion. Fibrilacion en reposo. No actividad voluntaria. Siempre precisa de
manipulacion microquirdrgica para conseguir recuperacion funcional. Son las
lesiones de peor prondéstico (Sunderland, 1978).
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Figura 10. Clasificacion de Sunderland de las lesiones de los nervios
periféricos. 1978. Sunderland S. Nerves and nerve injuries. 2" ed. Baltimore.
Williams and Wilkins; 1978.
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Principios de regeneracion nerviosa.

En muchas de las lesiones nerviosas, como las laceraciones, contusiones, y
lesiones por elongacion y compresiones severas, existe una disrupcion anatomica de
los fasciculos axonales o del tronco nervioso completo. Cuando existe una solucion
de continuidad del axén se produce un proceso de degeneracion axonal llamada
Degeneracion Walleriana o Secundaria. Se debe a la interrupcion del flujo
axoplasmico desde el nucleo o soma al axon (Koeppen, 2004; Stoll and Muller,
1999) (Figura 11).

La porcion distal del axon degenera y se fragmenta. La mielina se transforma
en grasa y es fagocitada por los macréfagos. Los restos del axén y la vaina de
mielina forman ovoides que son gradualmente digeridos y desaparecen. Es lo que se
conoce como camaras de degradacion (Chaudhry et al, 1992).

En la porcion proximal a la lesion el proceso de degeneracion se detiene en el
primer internodo en caso de lesiones leves, pero se puede extender proximalmente
en mayor grado dependiendo de la severidad de la lesién. En cuestién de horas
después de la lesion los extremos de los axones lesionados se sellan y se hinchan
con organelas celulares debido a que el transporte axonal anterégrado en el
extremo proximal y el transporte axonal retrogrado en el extremo distal persiste
durante varios dias (Lunn et al, 1990) (Figura 12).

Figura 11. Seccién
longitudinal de fibra
nerviosa mielinica con
visualizacion esquematica
de nédulo de Ranvier.
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Figura 12. Esquemade
Degeneracion Walleriana en el
mufén proximal del nervio.
Apreciar el “resealing” y el
“swelling”. Degeneracion
escasa en cabo proximal que
no se extiende mas de un
espacio intermodal.

El resellado (resealing) es un preludio necesario para la regeneracion axonal
en el muiidon proximal. Este proceso es calcio dependiente, ya que se requiere la
entrada de calcio en el axoplasma (Yawo and Kuno, 1985). Potentes péptidos
vasoactivos se acumulan en el extremo del axén lesionado, que junto con la
degranulacion local en el tejido circundante de los mastocitos y la angiogénesis
generan una hiperemia que se mantiene durante muchas semanas después de la
lesion (Hall, 2005).

Evidencias actuales indican que la degeneracién axonal no es proceso pasivo
sino un proceso activo programado. La pérdida de citoesqueleto comienza alrededor
de los 7 dias y se acompafia por un programa caspasa independiente de
autodestruccion (Raff et al, 2002). La degeneracién axonal es dependiente de un
incremento local de las concentraciones de calcio que activan a enzimas
proteoliticas calcio dependientes tales como fosfolipasas o calpainas. Son estos
elementos los responsables de la disolucién del citoesqueleto del axén (Hall, 2005).

En el extremo distal del axén, aunque el axon degenera y desaparece, la
membrana basal se mantiene generando tubos endoneurales. Las células de
Schwann proliferan y forran los tubos endoneurales (Schwann cell tubes o
Bandas/Cordones de Blingner). Su objetivo es formar una matriz que favorezca el
trasiego y el desarrollo los brotes axdnicos durante el proceso de regeneracion
axonal (Figura 13).
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Figura 13. Imagen
histolégica de seccidn
longitudinal de nervio
periférico. Degeneracion
Walleriana'y Cordones de
Bungner.

La degeneracién walleriana comienza horas después de la lesion nerviosa y

es completada a las 6-8 semanas, dejando un mufion distal que comprende soélo los

tubos endoneurales forrados por células de Schwann (Hall, 1989; Kang et al, 2003)
(Figura 14).

Las células de Schwann no son permanentes, sino que involucionan y
desaparecen si la regeneracion axonal no se produce (Hall, 1999). Si existe
interaccion axonal hay una transformacion activa de las células de Schwann
atroficas en células mielinizantes activas (Sulaiman y Gordon, 2000). Los tubos
endoneurales que no reciben los brotes de regeneracion axonal se encogen y se
obliteran por tejido conectivo de cicatrizacion.

En el caso de una interrupcién completa del axén pero un tejido conectivo
circundante intacto al menos parcialmente, axonotmesis, también existe
degeneracion walleriana. La reinervacion depende del grado de desorganizacion
interna del nervio lesionado y de la distancia hasta el masculo desde la zona de
lesion.

En la neurotmesis, la lesién es completa de todas las capas que constituyen
el nervio y el grado de desorganizacién interna es el maximo posible, lo que hace
gue sea imposible que se produzca una regeneracion espontanea adecuada que
permita la recuperacion completa. Sin cirugia el prondstico es pésimo.
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Axonal remnants
and myelin debris

Invading
macrophage

Figura 14. Representacién esquematica de Degeneracion Walleriana. A.
Motoneurona. B. Degeneracién axonal proximal y distal ala zona de la
lesion.Existe una proliferacion y diferenciacion de células de Schwann que
fagocitan los restos axonales. El nucleo de la neurona se translocay sufre una
cromatolisis. C. Después de la eliminacion de los restos degradados se
forman las bandas de Bungner por las células de Schwann y se produce la
regeneracion nerviosa desde el muiidon proximal hacia la fibra nerviosa.

segmento entre la neurona y el lugar de la lesién (mufién o cabo proximal), la zona
de la lesion propiamente dicha, el segmento entre la zona de la lesion y el érgano
diana (mufién o cabo distal) y, por ultimo, el érgano diana. El proceso de reparacion
se puede ver interrumpido en uno o varios de los niveles (Burnett y Zager, 2004;
Seckel, 1990).

En el SNC, la recuperacion funcional se acomparia por el proceso de
plasticidad, que consiste en el uso de &reas intactas del cerebro para compensar la
funcion de las areas lesionadas; el SNC no lleva a cabo un proceso de reparacion
por si mismo. La respuesta del SNP ante una lesion consiste en la reparacién por si
mismo con el objetivo de conseguir una recuperacion histolégica completa que se
asocie a una recuperacion funcional. Por tanto, existe una diferencia esencial ante
una lesion entre el SNC y el SNP (Burnett y Zager, 2004; Fenrich y Gordon, 2004).
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Cuando existe una lesion nerviosa el proceso de reparacion puede ocurrir a
través de 3 mecanismos: remielinizacion, crecimiento de brotes colaterales que
surgen desde axones indemnes y regeneracion desde el lugar de lesion. (Zochodne
y Levy, 2005)

El crecimiento de brotes colaterales puede favorecer la reinervacion en
lesiones nerviosas parciales y cuando hay muchos axones intactos. Este proceso
suele ser muy efectivo. Cuando en la lesion nerviosa existe como maximo entre un
20 y 30% de axones afectados la recuperacion se produce fundamentalmente por
brotes procedentes de los axones intactos y ocurre entre los 2-6 meses (Figura 15).

Figura 15. Collateral Sprouting.
Reparacién nerviosa mediante brotes
axonales procedentes de axones intactos
gue no se han lesionado. Se aprecia
continuidad axonal en la regién periférica
del fasciculo.

Remielinizacion. Ocurre en lesiones leves en las que no suele existir
solucién de continuidad, generalmente axonotmesis. Suele deberse a alteraciones
bioguimicas en la mielina que conlleva alteraciones en la conduccion eléctrica del
nervio.

Regeneracion. Ocurre cuando mas del 90% de los axones se encuentran
lesionados. El éxito de la regeneracion desde el mufidén proximal del nervio depende
en un alto grado de la distancia entre la lesién y el érgano diana.

La regeneracion axonal es un tedioso y delicado proceso con intrincadas
maniobras de avance del brote axonal orquestadas por sefiales de transduccion
(Gallo et Letourneau, 2002). Los conos de crecimiento formados en el muiién
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proximal emiten unas extensiones de morfologia similar a un dedo llamadas
Filopodia, que exploran y toman muestras del medio que los rodeas, actuando asi
como sensores de larga distancia (Dahlin, 2006; Kater and Rehder, 1995). La
movilidad de los conos de crecimiento al final de los brotes axénicos depende de los
receptores en esos conos de crecimiento que reciben sefiales de orientaciéon del
microambiente en el que se encuentran.

Diversos autores han estudiado el beneficio sobre la regeneracion nerviosa
gue podrian asociar farmacos (como el FK 506), oxigeno hiperbérico, hormonas, el
ejercicio fisico precoz, ultrasonidos, y terapia con laser con el objetivo de influir sobre
estos factores neurotréficos y neurotropicos con resultados poco concluyentes y muy
diversos. (Anders et al, 2004; Gigo-Benato et al, 2005; Gordon et al, 2003; Gudemez
et al, 2002; Mourad et al, 2001; Sarikcioglu and Oguz, 2001; Udina et al, 2002;
Weber and Mackinnon, 2005)

Los axones que exitosamente entran en el tubo endoneural ubicado en el
mufion distal tienen una buena oportunidad de alcanzar el tejido “diana”. El cono de
crecimiento contiene multiples filopodias que se adhieren a la lamina basal de la
célula de Schwann y usan esta como guia. Las tasas comunicadas de regeneracion
axonal se encuentran en un rango comprendido entre 0,5 a 9 mm/dia en las
diferentes especies animales y utilizando diferentes técnicas para realizar la
estimacion. En la préactica clinica se suele utilizar la regla de Imm/dia o 1
pulgada/mes.

Papel de la célula de Schwann en el proceso de regeneracion
nerviosa.

La célula de Schwann juega un papel indispensable en la regeneracién
nerviosa mediante el incremento en la sintesis de moléculas de adhesién celular y la
elaboracion de membrana basal que contiene proteinas de la matriz extracelular
como Laminina y Fibronectina (Fu y Gordon, 1997).

Al mismo tiempo, la célula de Schwann se encarga de liberar factores
neurotroficos para los receptores tirosin-Kinasa y son los responsables de la sefal
de activacién genética (Funakoshi et al, 1993). Aproximadamente 30 minutos
después de la lesion nerviosa el proceso intracelular de regeneracion nerviosa se
encuentra activado. Unos dias después las células de Schwann comienzan a
dividirse y a crear un pool de células hijas desdiferenciadas (Dahlin, 2006). Esas
células hijas desdiferenciadas regulan al alza la expresion de nerve growth factor
(NGF), otros factores neurotroéficos, citokinas y otros elementos que permiten a la
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células de Schwann la diferenciacion y la proliferacion previa a la llegada de los
brotes de regeneracion. Los receptores para NGF sobre las células de Schwann que
revisten los tubos endoneurales en el muiion distal se incrementan. Estudios
experimentales en nervio ciatico demuestra que a los 7 dias la lesion nerviosa
provoca una expresion de receptores NGF, se estima que la densidad basal del
receptor se incrementa 50 veces. La accion de NGF sobre esos receptores de las
células de Schwann estimulan la regeneracion axonal (Taniuchi et al, 1986).

Un segmento de nervio periférico que se congela y se descongela, de manera
gue, las células de Schwann se mueren, pero la ldmina basal que las rodea
permanece intacta. Cuando el nervio tratado de ésta forma, se transplanta al mufion
proximal de un nervio axotomizado de otro animal, los axones se regeneran a traves
del nervio transplantado, pero sélo por una corta distancia. Estos axones migran
acompafiados de las células de Schwann presentes en el mufidn proximal del nervio
lesionado. Por otro lado, si las células de Schwann presentes en el nervio proximal
se inactivan por agentes citotoxicos, se observa en los axones muy poca o ninguna
regeneracion. De la misma manera, si la lamina basal se desnaturaliza por calor,
ademas de congelarla y descongelarla, los axones no penetran en el transplante
hasta que las células de Schwann migran primero del mufion proximal a los
remanentes extracelulares del transplante (Sketelj et al., 1989).

Experimentos in vitro también resultan muy ilustrativos; cuando las células de
Schwann crecen en condiciones que no forman la lamina basal, son capaces de
promover el crecimiento axonal de las neuronas periféricas. De la misma forma,
cuando las células de Schwann crecen en condiciones que depositan la lamina basal
al medio y después se retira, la matriz extracelular que las células generaron sobre
las placas de cultivo es también eficaz en promover el crecimiento axonal de las
neuronas del SNP. En conclusién, éstos experimentos demuestran que tanto las
células de Schwann, como la lamina basal son importantes para promover una
regeneracion axonal exitosa en SNP (Dent, 2003).

Cuando la proliferacion celular y su diferenciacion han sido llevados a cabo,
las células secretan factores tréficos incluyendo factor de crecimiento nervioso,
factores neurotréficos derivados del encéfalo, y factores ciliaries neurotroficos, y
ellos constituyen la sefial que permiten sintetizar y secretar moléculas de la matriz
extracelular como Colageno tipo IV y Laminina, las cuales se sabe que modulan el
crecimiento de las neuritas y también la produccion de mielina, que es vital para la
rapida conduccion de los impulsos, y la expresién de moléculas de adhesion celular
(Shen et al, 2001; Shamash et al, 2002).

El comportamiento de las células de Schwann en la regeneracion nerviosa es
influenciado por dos factores fundamentales, el primero, el programa genético
intrinseco y, por otro lado, su ambiente extracelular (Shen et al, 2001).
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1.5 TRATAMIENTO ACTUAL DE LAS LESIONES NERVIOSAS.

TRATAMIENTO INICIAL O EN FASE AGUDA.

El diagndstico de una lesion nerviosa periférica no siempre es facil
inmediatamente después de una lesidon grave de un miembro. En la mayoria de
casos el dolor nos dificulta el diagnostico y la colaboracion del paciente para la
exploracion , que suele ser escasa y limitada.

Es fundamental el conocimiento anatdémico del recorrido del nervio, el origen
de sus ramas motoras y sensitivas y de los musculos que inervan.

Como en cualquier otra lesion, el tratamiento del paciente con una potencial
lesion nerviosa debera comenzar por la valoracién de sus funciones vitales. Deberan
tomarse las medidas adecuadas de soporte cardiopulmonar, profilaxis antibiotica y
profilaxis antitetanica.

Es muy importante el manejo del dolor en estos pacientes. Suele ser de
origen neuropatico. Generalmente requerira analgésicos potentes para su manejo,
fundamentalmente derivados opioides que se deberan asociar a antidepresivos
triciclicos e inhibidores de la recaptacion de Serotonina y anticonvulsivantes,
fundamentalmente Gabapentina y Pregabalina (Dworkin et al, 2003).

Una herida abierta en la que se ha lesionado un nervio periférico debe lavarse
y desbridarse cuidadosamente eliminando cualquier material extrafio y tejido
necrotico, bajo anestesia local, regional o general. Se deben tratar las lesiones
vasculares, 6seas y musculo tendinosas en caso de que existan asociadas a la
lesion nerviosa en el orden de prioridad especificado (Siemionow and Sari, 2004)
(Figura 16).
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Figura 16: Herida incisocontusa en paciente de raza negra localizada en porcion

distal de pantorrilla izquierda producida con un hacha. Fractura abierta tipo 1lIC de

Gustillo de Tibia. Se realiza sutura vascular terminoterminal de arteria Tibial
Posterior, referenciado de extremos del Nervio Tibial Posterior y colocacion de
fijador externo para tratar la lesion osea. Reparacion primaria de las lesiones
musculotendinosas. (Servicio C.O.T. Hospital Clinico. Granada)

Si la herida es limpia y reciente, el estado del paciente es satisfactorio y se
puede hacer una reparacion en un ambiente tranquilo y sin prisas, con el personal y
el equipo adecuados; se prefiere la reparacion primaria inmediata del nervio. Por otra
parte, si el estado general del enfermo no permite la reparacién primaria, o si, las
circunstancias provocan un retraso indebido, preferimos realizar la neurorrafia
durante los primeros 3-7 dias después de la lesion; en este caso, primero se cubre la
herida con un apdsito estéril y se observa la aparicién de signos de infecciéon
(Siemionow and Sari, 2004).

Es importante que en el caso de que no exista separacion importante de los
cabos nerviosos se realiza una aposicion termino-terminal sin tension con el objeto
de impedir la retraccion de los cabos y hacer mas fécil la reparacién posterior. Si hay
un defecto segmentario en el nervio se debe realizar sutura de los cabos del nervio
lesionado a los tejidos blandos adyacentes para realizar una reparacion posterior,
procedimiento conocido como marcado del nervio. (Figura 17)

Una vez desaparecido el dolor inicial y cicatrizada la herida debera
empezarse la movilizacion activa de todas las articulaciones del miembro afectado.
Todas las articulaciones deberan mantenerse flexibles evitando la retraccion de
tejidos blandos.

En una fractura cerrada que asocia disfuncion del algun nervio periférico es
razonable esperar la reinervacion y se evitara la exploracion quirdrgica inicialmente
si esta va a ser tratada de forma incruenta. Se deben valorar periédicamente los
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progresos funcionales del miembro lesionado mediante electromiogramas
periodicos, velocidades de conduccidn nerviosa y valoracion clinica. Si por el
contrario, el déficit nervioso es consecuencia de la manipulaciéon o inmovilizacion con
escayola de una fractura cerrada en ausencia de déficit anterior, se recomienda la
exploracion inicial del nervio (Giddins et al, 1989).

Figura 17: Exposicion quirargica del Nervio Cubital a nivel del antebrazo
distal. Neuroma en continuidad entre los extremos del nervio lesionado
referenciado con sutura de monofilamento 3-0 en los extremos del nervio
lesionado por una bala de 9 mm que se realiz6 en el acto quirargico inicial 3
meses antes. (Dr. Garrido Gémez / Dr. Lara Garcia. Servicio de Cirugia Plastica
y Reparadora. Hospital Virgen de las Nieves. Granada)

TRATAMIENTO REPARADOR DEFINITIVO DE LA LESION NERVIOSA.

El objetivo primario de la reparacién de una lesion nerviosa es la correcta
aproximacion de los segmentos nerviosos con la esperanza de alcanzar una
reinervacion funcional completa de los tejidos (Rowshan et al, 2004).
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Se han resaltado 4 principios técnicos para la adecuada coaptacién de los

extremos del nervio lesionado.

e Preparacion de los mufiones del nervio, se realizara con una hoja de
bisturi del n°® 11 o un bisturi de oftalmélogo. A continuacion el cirujano
debera de identificar y separar los fasciculos o grupos de fasciculos.
Recortar con ayuda de un neurdétomo los extremos del nervio si estan
muy lesionados.

e Aproximacion de los cabos calibrando el grado de tension entre ambos
extremos del nervio, lo cual dependera del defecto que exista.

e Coaptacion o neurorrafia de los extremos del nervio. Se debe de
prestar especial importancia a la aposicion de cada mufidon con su
extremo correspondiente, a cada fasciculo o grupo fascicular con el
opuesto para obtener los mejores resultados.

e Sutura de los extremos, con el objetivo de mantener la coaptacion.
Generalmente se realiza con suturas no reabsorbibles, pegamento o
adhesivos de fibrina (Giddins et al, 1989).

La sutura de monofilamento de nylon de 9-0 es considerada la que mejor

resiste las fuerzas de distraccion. Sin embargo, la de 10-0 se rompe bajo tension con
facilidad y la de 8-0 tiene una tendencia a desgarrar los extremos del nervio
reparado (Giddins et al, 1989).

Es preferible el uso de material irreabsorbible, ya que el material reabsorbible

ha demostrado un incremento del edema perineural, lo que podria perjudicar el
aporte sanguineo a través de la vasa nervorum (Gorman and Dell, 1991).

Los pegamentos de fibrina son una alternativa a la sutura microepineural.
Esta alternativa a la sutura epineural fue descrita por el profesor Narakas en
1988, argumentd que era una técnica que acortaba en gran medida el tiempo
de cirugia nerviosa, sin embargo, a su parecer, no era un gran avance porque
no garantizaba la alineacién satisfactoria de los fasciculos (Narakas, 1988).
Recientemente se ha demostrado que su uso puede esquivar la curva de
aprendizaje que requiere un cirujano inexperto para la sutura nerviosa
(Whitlock E, et al, 2010).

Material requerido para la sutura nerviosa: (Figura 18)

Medios de aumento: microscopio quirdrgico o gafas lupa, siendo preferible el
primero.

Neurotomo, bisturi de pequefio calibre para seccionar el nervio.

Instrumental microquirdrgico.

Electrocauterizador bipolar.
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= Sutura de nylon irreabsorbible.

Figura 18: Material requerido
para sutura nerviosa. Medio
de aumento: microscopio
guirurgico. Neurotomo.
Material microquirargico.
Sutura de nylon.
Departamento de Cirugiay
sus especialidades. Facultad
de Medicina. Universidad de
Granada.

Técnicas quirurgicas de reparacion nerviosa:

Las técnicas microquirdrgicas actualmente usadas para la reparacion de
lesiones nerviosas fueron descritas por primera vez por Millesi en los afios 60
(Millesi, 1963). Después de 50 afios las técnicas han cambiado, sin embargo los
resultados clinicos de recuperacion funcional tras una reparacion nerviosa se han
mantenido insatisfactorios. Han sido muchos los autores que han fracasado en su
intento de conseguir una regeneracion nerviosa satisfactoria a lo largo de la historia;
en 1880, Gluck intent6é unir ambos extremos del nervio lesionado ayudandose de
matriz osea desmineralizada. Mas tarde, en 1890, Buenger, utilizé la arteria braquial
de un cadaver humano para reparar la lesion de nervio ciatico de un perro. Al
principio del afio 1900, Formatti y Nageotte usaron venas como injerto para reparar
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la citada lesion nerviosa. En el 1920, Platt ejecut6 un trabajo similar, pero en este
caso el injerto venoso se asociaba a fascia muscular, que se dejaba en su interior.
Durante la primera mitad del siglo XX, existen muchos documentos en los que se
citan muy variopintas composiciones del conducto nervioso que se utiliza para
resolver el defecto, asi como gelatina, agar, hueso, metal, goma, aunque a ninguna
de ellas se le reconoce un éxito clinico patente (Hudson and Evans, 2000).

Existen distintas posibilidades terapéuticas ante una lesién nerviosa. La
utilizacion de cada una de ellas vendra marcada fundamentalmente por la presencia
0 no de un defecto nervioso, el tiempo de evolucidn y si ha existido fracaso de una
técnica de reparacion nerviosa previamente.

NEUROLISIS EXTERNA:

Se trata de una técnica de descompresion del nervio.

La causa de compresion puede ser externa al nervio, en cuyo caso bastara la
supresién del agente estenosante para que se recupere (Campbell, 2008).

En la clinica diaria existen multiples ejemplos, como la compresién del nervio

Mediano por el Ligamento Anular del Carpo, o la compresion del nervio cubital en el
codo por una artrosis de codo (Figura 19).

NEUROLISIS INTERNA:

A veces a la compresion externa se afiade una reaccion fibrosa epineural o
interfascicular.

Consiste en la escision del epineuro bajo microscopio Yy del tejido cicatricial
gue engloba todo el tejido cicatricial estenosante de los fasciculos.

La indicacion mas frecuente son los neuromas que se hallan en las
compresiones nerviosas y secciones parciales, las lesiones isquémicas
segmentarias y las perineuritis por intervenciones previas sobre el nervio o
englobamientos por fracturas.
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Figura 19: neuromaen
continuidad en nervio cubital
a nivel del codo por proceso
compresivo en la Arcada de
Osborne. Detalle de reacciéon
fibrosa interfascicular.
Servicio C.O.T. Hospital

\ Clinico. Granada.
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REPARACION O NEURORRAFIA TERMINO-TERMINAL:

Para lesiones completas, los mejores resultados funcionales en la reparacién
nerviosa ocurren con la neurorrafia primaria termino-terminal, por lo que es la técnica

de eleccion siempre gue sea factible (Diao and Vannuyen, 2000; Campbell, 2008).

No se puede considerar sindnimo neurorrafia de anastomosis nerviosa, ya
gue este término se refiere a la unién de estructuras huecas.

Siempre es preferible la reparacién primaria si se disponen de los medios
adecuados, ya que su demora se asocia a retraccion de ambos mufiones y el
consecuente incremento del gap o defecto entre ambos segmentos del nervio
lesionado, aumentando de esa forma la probabilidad de necesitar otras técnicas de
puenteo del defecto (Campbell, 2008),

El punto clave para la reparacion nerviosa con éxito es establecer la
continuidad con la alineacién rotacional adecuada (Figura 20), es decir, de cada
fasciculo con el homonimo del otro extremo del nervio, y sin tension (Campbell,
2008; Rowshan K, 2004).
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Figura 20: Izquierda: Esquema de distribucidn tridimensional de los fasciculos
en el interior de un nervio periférico. Representa la gran complejidad de la
topografia interna que disminuye en las partes mas distales del nervio.
(Sunderland, 1945). Derecha: (A) Seccion transversal de nervio Mediano a nivel
del Pronador Redondo. Se aislan cada uno de los 17 fasciculos, de los cuales
hay 6 motores, 6 sensitivos y 5 mixtos. (B) Imagen tridimensional un segmento
de nervio Mediano a este nivel. En rojo los fasciculos sensitivos, en amarillo
los motores y en verde los mixtos. (Sun , 2009)

Para la adecuada alineacion rotacional de los segmentos nerviosos nos
ayudaremos de los marcadores externos del nervio, como el trazo de la seccion
nerviosa, trayectos vasculares, comparaciéon del calibre de los fasciculos lesionados
a la hora de enfrentarlos (Rowshan , 2004). Hoy dia se estan elaborando atlas de
distribucion tridimensional fascicular de los nervios que se lesionan con mas
frecuencia para facilitar afrontamiento de los fasciculos lesionados durante la cirugia
(Sun, 2009) (Figura 20).

Existen tres opciones técnicas de neurorrafia termino-terminal:

A. NEURORRAFIA EPINEURAL:

Es el método tradicional de reparacion de la seccion nerviosa.

La coaptacion se logra con sutura no reabsorbible de 8-0 a 10-0 en funcion
del diametro del nervio.

La primera sutura se realiza a través del epineuro proximal y distalmente a la
zona de defecto y a continuacion se anuda de forma que los extremos del nervio se
enfrenten.
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Se recomienda una segunda sutura en el extremo justo opuesto a la primera y
a continuacion suturar el resto del diametro del nervio hasta que quede
completamente sellado (Figura 21).

Figura 21: Sutura epineural. Izquierda: esquema representativo de la técnica.
Derecha: Sutura epineural en nervio Mediano. Servicio C.O.T. Hospital Clinico.
Granada. Cortesia Dr. Hdez Cortés.

B. NEURORRAFIA PERINEURAL O FASCICULAR:

Consiste en la sutura de cada fasciculo de forma individual (Figura 22).

Precisara de una neurolisis interna con el objetivo de disecar cada uno de los
fasciculos.

Técnicamente igual que la epineural con la Unica salvedad de que en este
caso la sutura se realiza en el perineuro.

Posteriormente también se precisa de la sutura epineural para favorecer el
aporte vascular.

Aunque parece la técnica de reparacion mas minuciosa y anatémica, la
diseccidn extensa que precisa y la sutura intraneural permanente pueden favorecer
la fibrosis y de esa forma afectar a la recuperacion funcional del nervio (Tupper et al,
1988; Zhao Q, 1992).
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Figura 22: Izquierda.

A. Sutura perineural o
intrafascular. Maniobra de
Triangulacién. Sutura del
fasciculo mas posterior del
nervio. B. Resultado final sin
sutura del epineuro.

Abajo. Esquema
representativo de la técnica
de sutura.

C. NEURORRAFIA EPIPERINEURAL:

Se trata de realizar una sutura enlazando el epineuro y el perineuro al mismo
tiempo.
Utilizada por algunos autores en la actualidad. Esté recobrando interés.

FACTORES DETERMINANTES DE LA REGENERACION NERVIOSA.
Varios factores importantes parecen influir en la regeneracion nerviosa:

1. Edad: indudablemente influyen en la velocidad y el grado de regeneracion
nerviosa. Las neurorrafias tienen mayor éxito en los nifios que en los adultos y
tienen mayor probabilidad de fracasar en los enfermos ancianos. El potencial
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de regeneracién y la mayor plasticidad neuronal son los responsables de esa
mayor tasa de éxito (Senes et al, 2009).

2. Separacion entre los cabos nerviosos: la naturaleza de la lesion es el
factor que mas influye sobre el defecto que queda entre los cabos nerviosos
después de resecar neuromas o gliomas.

Si la seccion del nervio se ha producido con un objeto cortante como una
navaja o cuchillo, la alteracién es pequefia tanto distal como proximalmente, y
aungue los extremos se retraen, el defecto puede superarse facilmente. Si por
el contrario el defecto esta producido por un proyectil de alta velocidad, las
alteraciones de los cabos proximal y distal del nervio son grandes, ademas
sera necesario desbridar amplios segmentos de ambos mufiones para
exponer fasciculos normales, generando una separacion mayor aun.

La tensién en la linea de sutura es el factor mas importante en el resultado de
una neurorrafia (Millesi, 1963; Sunderland, 1978).

El aporte vascular del nervio procede de un sistema intrinseco y extrinseco
que estan conectados entre si y que a su vez se origina en las arterias locales
y regionales. El sistema de vascularizacion mas importante del nervio es el
intrinseco. Una tension excesiva a lo largo del nervio puede comprometer
significativamente el aporte vascular intrinseco del nervio (Bora, 1980).

Si el gap o defecto entre el extremo proximal y distal del nervio no se
mantiene con una sutura sin tensién se debera recurrir a técnicas de puenteo
como el injerto nervioso o la transferencia nerviosa (Campbell, 2008).

3. Tiempo transcurrido entre el momento de lalesién y la reparacién: la
resolucion de la desmielinizacion segmentaria requiere entre 8-12 semanas,
por tanto los déficit que persistan mas alla de ese periodo indican la presencia
de una lesién axonal (Mackinnon and Dellon, 1988; Rudge et al, 1974).

El periodo de tiempo que tarda en producirse una atrofia muscular irreversible,
debido a la degeneracion de la placa motora, oscila entre los 12 y los 18
meses, a partir de ese momento cualquier intervencion produce muy poco o
ningun beneficio (Campbell, 2008). Se debe procurar la llegada del cono de
crecimiento antes de ese periodo. En condiciones Optimas el crecimiento
axonal se produce a una velocidad de 1mm/dia desde el sitio de lesién o
desde el sitio de reparacion quirdrgica.

Las células de Schwann y los tubos endoneurales se mantienen viables
durante aproximadamente 18-24 meses después de la lesion nerviosa. Si
durante ese periodo no se produce contacto del brote axdnico con la placa
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motora muscular, se produce la degeneracién tanto de las células de
Schwann como de los tubos endoneurales (Campbell, 2008).

Por tanto, teniendo en cuenta los dos factores anteriores, la sutura primaria en
el momento agudo es Optima para obtener la mejor recuperacion funcional. Si
la herida es sucia o contaminada o se debe priorizar en la reparacion de otras
estructuras vitales, el momento 6ptimo de reparacion oscila entre las 3y 12
semanas (Myckatyn and Mackinnon, 2004; Siemionow and Sari, 2004).

4. Nivel de lesién: cuanto mas proximal sea la lesién, mas incompleta es la
recuperacion general de la funcion motora y sensitiva, sobre todo en las
estructuras mas distales (Siemonow and Sari, 2004; Campbell, 2008; Gregory
et al, 2009).

5. Estado delos cabos nerviosos: el manejo meticuloso, la asepsia, el cuidado
en la movilizacion, la conservaciéon del riego sanguineo neural, la evitacion de
la tension y el aporte de un lecho adecuado con fibrosis minima ejercen una
influencia favorable sobre la regeneracion nerviosa (Sunderland, 1952).

6. Patologia concomitante del paciente: la existencia de otras patologias
como la diabetes o la inmunodepresion dificultan el proceso de regeneracion.
El efecto de un proceso infeccioso es devastador para una reparacion
nerviosa, precisando probablemente la retirada del material implantado. El
efecto del tabaco también ha sido estudiado con resultados poco
concluyentes pero se piensa que enlentece el proceso ( Gregory et al, 2009).

4. INJERTOS NERVIOSOS.

Es preferible un injerto nervioso cuando existe un defecto nervioso que no
puede ser solventado sin tension por una neurorrafia directa terminoterminal
(Campbell, 2008). Hoy dia los injertos nerviosos autdlogos son considerados el gold
standard para el tratamiento de lesiones nerviosas con defecto que no permiten la
realizacion de una sutura terminoterminal (Pabari et al, 2010).

Los injertos nerviosos fueron descritos por Phillipeaux and Vulpian en 1870, y
se utilizaron solo para aquellas lesiones con una gran pérdida de sustancia nerviosa.

Una de las principales criticas que se achacaron a los injertos nerviosos era la
dificultad que tendrian los brotes axdnicos para atravesar dos zonas de neurorrafia, y
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gue la longitud excesiva del injerto haria fracasar el proceso de regeneracion
(Sunderland, 1945).

Sin embargo, se ha demostrado que la presencia de dos neurorrafias para
suturar el injerto nervioso proporciona mejores resultados funcionales que una Unica
neurorrafia con tension excesiva, debido a que la vascularizacion intrinseca del
nervio es mas favorable en el primer caso (Millesi, 1973; Myckatyn, 2004; Seddon,
1975).

Los axones normalmente entran en los injertos de forma aleatoria. Aquellos
axones que interaccionan con una via emparejada del otro extremo del nervio
lesionado es mas probable que se produzca la sinapsis con el tejido adecuado. Se
produciria el contacto de los conos de crecimiento del nervio lesionado con el tubo
endoneural del injerto que estaria “desocupado” de axones, y de esa forma se
favoreceria la regeneracion nerviosa. Aquellos axones que no se hubiesen
emparejado satisfactoriamente con el tubo endoneural correspondiente a su
fasciculo perderian su soporte tréfico y se retraerian (Myckatyn and Mackinnon,
2004).

Estudios recientes demuestran que un injerto nervioso motor “puro” permite
una mejor regeneracion que un injerto nervioso sensitivo “puro” apreciandose un
mayor numero de fibras nerviosas que atraviesan el injerto y de mayor tamafio
(Nichols et al, 2004). Sin embargo, el uso de nervios motores para realizar un injerto
nervioso resulta impensable debido a la comorbilidad generada, a menos que el
injerto proceda de una extremidad insalvable (Myckatyn and Mackinnon, 2004).

Generalmente se suelen utilizar nervios sensitivos puros para realizar los
injertos nerviosos, forzando a los axones a crecer en el interior de unos tubos
endoneurales de origen sensitivo hasta que contactan con el cabo distal del nervio.
Los axones que atraviesan la sutura distal del injerto seran los que con mas
probabilidad sobrevivan, maduren y permitan la recuperacién funcional (Myckatyn
and Mackinnon, 2004).
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Figura 22: Arriba: Nervio Sural preparado para ser injertado una vez
extraido de la zona donante. Abajo izquierda: diseccién del Nervio Sural
en pantorrilla derecha (zona donante). Abajo derecha: interposicién del
injerto en la zona de defecto (zona receptora). La tijera muestra la zona
de contacto entre el injerto y el nervio lesionado a nivel distal. Servicio
C.O.T. Hospital Clinico. Granada

La morbilidad en la zona donante es uno de los factores negativos de los
injertos nerviosos autdlogos. Normalmente deben cumplir una serie de criterios:

» El déficit funcional debe ser aceptable y bien tolerado.

» Accesible, lo contrario conllevaria una diseccion quirdrgica mas amplia
gue acarrearia mas comorbilidad e incremento del tiempo operatorio
que limitaria la preparacion de la zona a injertar.

» Calibre y longitud moderados, debido a que la vascularizacion del
injerto implantado se produce mediante inoculacion longitudinal y
secundariamente por los tejidos circundantes donde se sitGa. Un injerto
nervioso muy grueso o muy largo puede sufrir una necrosis central
inducida por la isquemia (Best and Mackinnon, 1999).
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Estas caracteristicas hacen que el nervio Sural sea el mas utilizado para los
autoinjertos. Otros nervios que se pueden utilizar son los nervios Peroneo Superficial
y Profundo, Posterior y Lateral Cutaneo del antebrazo, nervios Intercostales, entre
otros (Pabari et al, 2010).

El conocimiento de la topografia del nervio lesionado y su organizacion
somatotrépica es importante para el cirujano debido a que los injertos en cable
pueden ser dispuestos para hacer corresponder cada fasciculo motor, sensitivo o
mixto con su homénimo en cada extremo del nervio, mejorando asi el prondstico
funcional (Myckatyn and Mackinnon, 2004) (Figura 22).

Injertos nerviosos vascularizados:

Actualmente estan gananado notoriedad por facilitar la regeneracion axonal a
través de los injertos que puentean la zona de herida y por limitar la zona de
isquemia central del injerto en injertos de gran calibre o gran longitud (Myckatyn and
Mackinnon, 2004).

Esto hace que el injerto vascularizado presente una serie de ventajas,
fundamentalmente, que disminuya la concentracion de fibroblastos que infiltran la
zona de lesion, incrementa la mielinizacion, la concentracion de células de Schwann
y el didmetro de las fibras nerviosas que se regeneran (Tark and Roh, 2001). Se ha
demostrado una mejor recuperacion funcional con los injertos vascularizados en
roedores en comparacion con los injertos no vascularizados (Kanaya et al, 1992).

Se ha demostrado su eficacia en humanos cuando es preciso un injerto
nervioso de gran calibre y longitud que excede los 20 cm tanto en miembro inferior
como superior. No sin embargo, en defecto pequefios (Hasegawa et al, 2004).

Los més utilizados en la actualidad son los injertos vascularizados de nervio
Radial Superficial y el injerto vascularizado de nervio Femoral Cutaneo Superficial
(Kashima et al, 2010).

Aloinjertos nerviosos:

En teoria nos permitiria el aporte de tejido nervioso donante de forma ilimitada
sin causar morbilidad en la zona donante.

Su uso, sin embargo, esta limitado por la necesidad de agentes
inmunosupresores requeridos para que sea eficaz. A diferencia del transplante de
otros tejidos, el uso de inmunosupresores solo se extenderia hasta que los axones y
las células de Schwann del propio paciente poblasen el aloinjerto, lo cual se estima
en aproximadamente unos 18 meses (Myckatyn and Mackinnon, 2004).
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La indicacion de aloinjerto se limita a paciente que precisa de un injerto
nervioso de gran calibre y/o tamafio que estan inmunodeprimidos por otra causa y
en pacientes que precisan tantos injertos nerviosos que agotan la posibilidad de
autoinjertos (Mackinnon et al, 2001, 1996 y 1992).

Existen en el mercado injertos nerviosos de cadaver (AxoGen® nerve
allograft). Son injertos descelularizados y procesados que se utilizan como armazon

0 soporte (Pabari et al, 2010).

Actualmente existen investigaciones en marcha para su uso en lesiones del
plexo braquial y de la cola de caballo (Myckatyn and Mackinnon, 2004).

TRANSFERENCIA NERVIOSA O NEUROTIZACION.

Son técnicas que se utilizan casi exclusivamente para lesiones proximales,
fundamentalmente lesiones preganglionares del plexo braquial.

Fibras nerviosas de un nervio son transferidas a un nervio denervado, con el
objetivo de “neurotizar” (inervar) el nervio. Los nervios motores se utilizan para
restaurar la funcion motora y los nervios sensitivos para restablecer la funcion
sensorial (Gregory et al, 2009).

Clasicamente, estas técnicas conllevaban el sacrificio de la funcion del axon
donante, pero con las actuales técnicas termino-laterales no existe tal sacrificio
(Gregory et al, 2009).

El proceso celular exacto que se produce adn no es totalmente conocido y es
objeto de estudio y controversia. Las hipotesis de la regeneracion mediante
reparacion ETS (“end to side” (terminolateral)) son:

* Invasion desde el mufién proximal seccionado del nervio lesionado

» Regeneracion desde axones del nervio donante que fue dafiado
durante la preparacion del nervio

» Regeneracion desde verdaderos brotes axonales colaterales que
surgen desde el sitio de reparacion ETS. (Dvali and Myckatyn, 2008)
Se piensa que los brotes axonales colaterales (Collateral Sprouting)
surgen desde los nédulos de Ranvier justo proximal al nivel de
coaptacién entre los nervios. (Dvali and Myckatyn, 2008)

Los nervios donantes son seleccionados basandose en la proximidad de la
union neuromuscular al musculo diana para minimizar el tiempo de reinervacion y
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gue la reparacion se haga sin tension. A veces son necesarios injertos nerviosos
para llevar a cabo la neurotizacion (Tung et al, 2004).

Indicaciones de neurotizacion:

1. Lesiones del plexo braquial donde se precisa un nervio muy proximal o no es
adecuado ningun nervio para el injerto nervioso.

2. Lesiones muy proximales que requieren una gran distancia para la
regeneracion

3. Evitar zonas anatbmicamente complejas y lesionadas por el riesgo de
producir mas lesion

4. Traumatismo en una extremidad que asocia una gran pérdida de sustancia
nerviosa

5. Lesiones nerviosas parciales con una pérdida funcional definida

Lesiones por avulsion de raices de la médula espinal

7. Lesiones nerviosas donde el nivel de lesién es desconocido como las
neuropatias idiopaticas, las lesiones por radiacion y las lesiones nerviosas
con varios niveles afectados
(Tung et al, 2004)

o

La recuperacién motora dependera de que un numero suficiente de axones
alcancen el musculo diana y reinerven las fibras musculares en un periodo llamado
“critico” que se estima entre los 12 y los 18 meses, debido a la degeneracion de la
placa motora fundamentalmente (Tung et al, 2004).

Algunos cirujanos prefieren que los nervios donantes sean intraplexus ya que
proporcionan mayor niumero de axones que los extraplexus, y por tanto incrementan
la probabilidad de éxito. A pesar de esto algunos nervios extraplexus como los
nervios intercostales y el nervio accesorio dan muy buenos resultados funcionales
para la recuperacion funcional del codo y el hombro (Terzis et al, 1999).

Existen multiples posibilidad técnicas de transferencia nerviosa con el objetivo
de recuperar la movilidad del miembro paralizado. En 1994, Oberlin et al describid
una reparaciéon muy distal mediante la coaptacion del nervio Cubital en el brazo
proximal directamente a la rama del Biceps del nervio Musculocutaneo. Este autor
ha sido avalado posteriormente en la rapida recuperacion funcional que presentan
estos pacientes que ademas no asocian comorbilidad en la zona donante. Tung et al
han modificado la técnica de Oberlin promoviendo ademas la neurotizacion del
musculo Braquialis con el objetivo de aumentar la fuerza de flexion del codo (Figura
23).
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Figura 23: Técnica de Oberlin modificada. Consiste en localizar los fasciculos motores
redundantes que inervan al FCR (Flexor Carpi Radialis), FDS (Flexor Digitorum
Superficialis) y PL (Palmaris Longus) del Nervio Mediano y los fasciculos motores
redundantes que inervan al FCU (Flexor Carpi ulnaris) del Nervio Cubital. La rama del
FCU serén transferida parcialmente a larama del Biceps y larama del FCR sera
transferida a la del Brachialis, ambas procedentes del Musculocutaneo (nervio
lesionado). Ademas los nervios residuales que quedan en su localizacion permiten la
funcién de cada uno de los muasculos inervados. (Tung et al, 2004)

Existen otras técnicas de transferencia nerviosa para aumentar la movilidad
de otras articulaciones del miembro superior, y en la actualidad, se estan
desarrollando otras que tienen el mismo objetivo con buenos resultados funcionales.
Por ejemplo, la reinervacion del Subescapular para permitir la abduccién y rotacion
externa del hombro con el nervio Accesorio. Reinervacion del nervio Axilar para
permitir la Abduccién del hombro (Deltoides inervado por rama motora del nervio
Axilar) con los nervio Pectorales mediales, Rama tricipital del nervio Radial, nervio
Intercostal, nervio Espinal Accesorio o nervio Toracodorsal (Tung et al, 2004).
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6.

INJERTOS NERVIOSOS SINTETICOS

En los dltimos afios ha existido un gran desarrollo de los injertos nerviosos
sintéticos con el objetivo de poder resolver las lesiones nerviosas con defecto que no
eran reparables con sutura nerviosa termino-terminal (neurorrafia directa) (Pabari et
al, 2010).

En todos los casos en los que hay una lesion del nervio periférico con defecto
0 gap se considera que el gold standard para reparar esas lesiones consiste en la
interposicion de un injerto nervioso autélogo (Dahlin and Lundborg, 2001).

Tanto los conductos nerviosos como los aloinjertos tienen una clara ventaja
sobre el injerto autélogo, primero porque evitan la cirugia de sustraccion del nervio a
injertar, y por tanto, la demora del proceso operatorio; y en segundo lugar porque se
evita la morbilidad de la zona donante: cicatriz, dolor, formacién de neuromas y
pérdida permanente de la sensibilidad de esa zona (Ray and Mackinnon, 2009).

Los intentos de tubulizacion del nervio periférico para solventar los defectos
en una lesion nerviosa son muy tempranos. En 1880, Gluck intenté unir ambos
extremos del nervio lesionado ayudandose de matriz 6sea desmineralizada. Mas
tarde, en 1890, Buenger, utilizé la arteria braquial de un cadaver humano para
reparar la lesion de nervio ciatico de un perro. Al principio del afio 1900, Formatti y
Nageotte usaron venas como injerto para reparar la citada lesién nerviosa. En el
1920, Platt ejecut6 un trabajo similar, pero en este caso el injerto venoso se
asociaba a fascia muscular, que se dejaba en su interior. Durante la primera mitad
del siglo XX, existen muchos documentos en los que se citan muy variopintas
composiciones del conducto nervioso que se utiliza para resolver el defecto, asi
como gelatina, agar, hueso, metal, goma, aunque a ninguna de ellas se le reconoce
un éxito clinico patente (Taras et al, 2005).

Es después de la Segunda Guerra Mundial, cuando se reanuda el interés por
el problema y resurge el interés por el uso de vasos o conductos que sirvan de guia
a la regeneracion nerviosa, ya sea su composicion sintética o natural. Hay que
destacar como autor a Chiu que durante la década de los 80 y 90, realiz6 varios
ensayos obteniendo éxito desde una perspectiva clinica. En uno de sus estudios
demostré que la reparacién nerviosa primaria era superior en resultados a la
reparacion nerviosa haciendo uso de injertos venoso, describiendo un proceso de
fibrosis extensa en el segundo caso como responsable de los malos resultados
(Chiu, 1990). Se mostré que en las lesiones nerviosas de 3 cm 0 menos de nervios
cutaneos habia una buena recuperacion de la sensibilidad, siendo objetivada
mediante el test de discriminacion entre dos puntos (2pd) y mediante el “Ten Test”
(escala de sensibilidad propioceptiva, nociceptiva y termoceptiva) (Chiu, 1990).
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Brunelli realiz6 ensayos similares, pero en este caso utilizé pared venosa
como conducto, y en cuyo interior depositdé musculo estriado, con el objetivo de
evitar el colapso del tubo, encontrando como sorprendente resultado, que
histologicamente y funcionalmente, la recuperacion era mayor cuando habia una
interposicion de fibras musculares en el defecto nervioso superior a 3 cm,
postulandose que la presencia de fibras de origen muscular potenciaba el
crecimiento axonal (Brunelli et al, 1993).

Santiago Ramén y Cajal, como pilar fundamental, con las grandes
aportaciones realizadas en el campo de las neurociencias, haciendo destacar su
postulado sobre el concepto de neurotropismo. Cajal establece que agentes
guimicos desde el mufion distal del nervio, podrian atraer al mufion proximal, debido
a un proceso de regeneracion axonal, que estaria mediado por agentes
neurotrépicos segregados después de una lesion por los extremos del nervio. Los
experimentos realizados por el neuroanatomista Santiago Ramon y Cajal, mostraron
gue después de una lesion, las fibras dafiadas en la médula espinal adulta empiezan
a crecer y ramificarse por un cierto tiempo, pero después, éstos brotes se paralizan
por los obstaculos insuperables con que se encuentran, hasta que se retraen y
desaparecen. Es decir, que la condicion traumatica es suficiente para sacar a los
axones de su “letargo”, ya que las neuronas intentan regenerarse mostrando conos
de crecimiento y arborizaciones. De acuerdo con Cajal, esta condicion se frustra,
primero, por falta de substancias capaces de generar una vigorosa capacidad de
crecimiento, y segundo, por la ausencia de substancias capaces de atraer y dirigir a
los axones a su destino. (Ramoén y Cajal, 1928). En 1911, Tello, llevo a cabo unos
experimentos, en los que se cortaba la corteza cerebral y se transplantaba un
fragmento de nervio ciatico previamente dafiado entre 8 y 12 dias antes. Se
observaba que fibras de varios puntos de la corteza convergian y penetraban en el
transplante a los 12-14 dias. Sin embargo, a los 40 dias el transplante disminuia de
volumen, se encontraba penetrado por tejido conectivo y en proceso de atrofia y
reabsorcién, posiblemente, porque las sustancias troficas habian dejado de
secretarse. Por lo tanto, concluyeron que “estos experimentos” confirman que el
crecimiento de los axones depende de la presencia de una “comida especial”, la cual
es producida en proporciones efectivas Unicamente por las células de Schwann de
los nervios”, es decir, se demostrd que las neuronas pueden crecer si se encuentran
en un medio ambiente permisivo (Taras et al, 2005)

Afos después, el concepto de neurotropismo de Cajal fue rebatido por Weiss,
postulando que era mas importante una guia que contactara entre ambos extremos
del nervio lesionado, que el neurotropismo, como factor fundamental para la
regeneracion nerviosa en una lesion de nervio periférico (Weiss, 1944).

Fue en los afios 80, cuando mediante sofisticados experimentos, se
demostrd, que ambos factores, neurotropismo (postulado por Cajal) y guia de
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contacto (postulado por Weiss) eran importantes en la regeneracién del nervio
periférico, lo que constituye la base para el desarrollo de diferentes técnicas y
métodos que se aunan con el mismo objetivo, favorecer el crecimiento y desarrollo
axonal, que va a permitir obtener éptimos resultados clinicos e histolégicos en una
lesion de nervio periférico (Taras et al, 2005).

Estas aportaciones permitieron introducir técnicas de microcirugia asociadas
a conductos de silicona en la reparacion de nervio cubital y mediano a nivel de
mufieca, donde existian lesiones de 3-4 mm, comparandose éstas con la reparacion
primaria mediante sutura termino-terminal tradicional, de forma que los resultados
mas precoces no mostraban diferencias en la sensibilidad y actividad motora de los
nervios después de un afio de seguimiento. Con lo cual se postul6 que estas
técnicas de microcirugia y uso de conductos de silicona serian mas utiles en
defectos nerviosos en los que exista pérdida de sustancia, demostrandose
parcialmente en los sucesivos ensayos (Lundborg y Dahlin, 1989).

En la actualidad, se estan desarrollando varias investigaciones en el
desarrollo de conductos nerviosos que estimulan la regeneracion nerviosa en
lesiones de mayor envergadura. Distintos materiales biodegradables han
demostrado la capacidad para facilitar la regeneraciéon nerviosa (Taras y Jacoby,
2008).

Existen algunas marcas que han comercializado sus propios conductos
sintéticos elaborados con distintos materiales, reabsorbibles y no reabsorbibles, que
han sido aprobados por la F.D.A. (Food and Drugs Administration) y por la Conformit
Europe-Approved (tabla 2). Segun la FDA y la CE y basandose en los datos clinicos,
el precio, la longitud y la composicion del tubo, el tubo de PGA (Poliglycolide Acid)
(Neurotube®) es el mas adecuado en este momento en el mercado para su uso
clinico en la reparacion de lesiones nerviosa periféricas y lesiones de pares
craneales (Meek y Coert, 2008).
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Composicion Conducto Nervioso Datos clinicos. Uso clinico. Longitud Seguimiento Resultados
Autores. del (meses)
defecto
Colageno tipo | NeuraGen® Lohmeyer et al, 2009 Nervios digitales >18 mm 12 4/12 excelentes
Integra NeuroSciences 5/12 buenos
1/12 pobres
2/12 ninguno
Degradacion: 48 meses Bushnell et al, 2008 Nervios digitales >20mm 12-22 4/9 excelentes
4/9 buenos
1/9 prometedores
Farole et al, 2008 Nervios linguales y nervios 15mm 12-30 4/9 buenos
alveolares inferiores 4/9 buenos
Ashley et al, 2006 Lesiones del plexo braquial en el >20mm 24 4/5 buenos
nacimiento
Taras et al, 2005; Nervios: cubital, mediano, radial, 1/5 pobres
2008 interéseo posterior, digital comun, En estudios
nervios radiales superficiales. clinicos
NeuroMatrix NeuroFlex
Collagen Matrix, Inc.
Degradacion: 7 meses
Acido Poliglicélico Neurotube® Rosson et al, 2009 Nervio espinal accesorio, nervio >40 mm 4-66 6/6 recuperacion
mediano y cubital motora
Synovis Dellon et al, 2006 Nervios digitales en pie para 25-30mm 30 Recuperacion
Degradation: 6 meses transferencia del pulgar sensorial
Navissano et a/,2005 Nervio facial >30mm 7-12 1/7 muy bueno
4/7 bueno
2/7 prometedores
Battiston et al, 2005 Nervios digitales >40mm 6-74 13/17 muy buenos
3/17 buenos
Kim et al, 2001 Neuroma del nervio plantar medial 20mm 10 1117 pobres
Dolor resuelto
Poli-DL-lactico- Neurolac ® Bertleff et al, 2005 Nervios Digitales >20mm 12 Recuperacion
Caprolactona sensorial
Polyganics

Degradaciéon: 16 meses

Tabla 2: Sumario de la FDA/CE de conductos nerviosos y resultados clinicos
en humanos (Pabari et al, 2010).

TIPOS DE CONDUCTOS NERVIOSOS SINTETICOS:

COLAGENO.

Se trata de una proteina que ha sido la mas comunmente usada como

biomaterial en el sistema nervioso. Existen 13 tipos de colageno, el mas presente en

nuestro organismo es el tipo |, se localiza fundamentalmente en la piel y en los

huesos y también es el coldgeno predominante en el nervio periférico (Meek y Coert,

2008).

El colageno tipo | de la piel bovina y el tipo IV han sido los principales
componentes de esas guias nerviosas. El periodo de degradacion oscila entre 1y 9
meses (Itoh et al 2002).
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Se ha probado que los conductos fabricados con colageno tipo | constituyen
un soporte y una guia tisular para la regeneracion nerviosa in vivo. Se han descritos
casos de reaccion de cuerpo extrafo, a pesar de que son estructuras con una baja
inmunogenicidad y han demostrado biocompatibilidad in vivo. Este material se ha
utilizado para varias aplicaciones biomédicas: piel artificial, apdsitos bioldgicos,
desarrollo de farmacos, sustitutos meningeos y conductos nerviosos (Miyata et al,
1992).

A.l. NeuraGen ®:

Es un conducto nervioso semipermeable elaborado con colageno tipo |.

Los estudios clinicos en pacientes realizados por Ashley et al., en los que se
utilizaron estos conductos nerviosos en 5 de 7 lesiones de plexo braquial obstétricas
para tratar lesiones con defecto de aproximadamente 2 cm o mayores. Cuatro de los
cinco pacientes mostraron una buena recuperacion dos afios después de la
intervencidn (Ashley et al., 2006).

Casi de forma simultdnea, un estudio realizado por Lohmeyer et al., en
lesiones nerviosas localizadas en miembros superiores en 11 pacientes con un
defecto superior a 18 mm a los que se colocaron estos tubos nerviosos y con un
seguimiento de 12 meses so6lo de la recuperacion sensitiva: 4 pacientes mostraron
excelentes resultados, 1 pobres resultados y 1 sin recuperacion sensitiva alguna
(Lohmeyer et al., 2007).
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Figura 24: Conducto
nervioso de colageno tipo |
(NeuraGen) implantado en
nervio ciatico de rata con
defecto nervioso de un cm.
Cirugia Experimental.

A.2. NeuroMatrix®, NeuroFlex®.

Se obtienen de colageno tipo | purificado procedente de tenddn de Aquiles
bovino.

Ambos son el mismo tipo de tubo, son flexibles y resistentes al colapso. El
periodo de reabsorcion se estima en torno a 4-8 meses.

No hay publicaciones hasta el momento con estos conductos (Meek y Coert,
2008).

B. POLIESTER ALIFATICO SINTETICO.

Es un polimero biodegradable derivado de poliéster alifatico sintético como el
acido poliglicdlico, lactico y sus copolimeros que se usan como biomateriales en
aplicaciones médicas como la fabricacién de suturas y fijaciones en cirugia
ortopédica (Meek y Coert, 2008).

La FDA ha aprobado dos conductos elaborados con este material para la
préactica clinica:
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B.1. NeuroTube ® (Acido poliglicélico)

Es el material con el que se elabora la sutura de Vicryl®. Se trata de un
material poroso que permite la penetracion de oxigeno para la regeneracion
nerviosa. El tubo en este caso es flexible, o que permite disponerlo en la
articulaciones y adherido a tendones. Es corrugado, lo que evita el colapso del tubo.
La luz del tubo se suele rellenar de suero heparinizado. Su ficha técnica informa de
la reabsorcion completa del tubo a los 6 meses mediante un proceso de hidrdlisis
(Meek y Coert, 2008).

Segun la FDA, en base a los estudios clinicos desarrollados hasta el
momento, el conducto nervioso de acido poliglicolico (PGA) (NeuroTube®) debe ser
la eleccion para la reparacion de lesiones nerviosas periféricas con defecto. Hay
obvias ventajas de este tubo tanto en su longitud, precio y el aval de los datos
clinicos publicados (Meek y Coert, 2008).

En los datos revisados hasta la fecha de lectura de esta tesis doctoral no hay
datos concluyentes, dependiendo de la fuente consultada los resultados son mejores
con PGA o con Poli-DL-Caprolactona. Sin embargo, en un estudio realizado por Shin
et al en 2009, en el que se comparo la eficacia de los tubos comercializados
actualmente en el mercado, se obtuvieron una serie de conclusiones importantes:

» La mayoria de los estudios de regeneracion nerviosa a través de de un
conducto nervioso son muy cortos en el tiempo, llegando a un maximo
de 12 semanas de seguimiento.

» Existe una gran dificultad para estudiar la recuperacion motora basada
en la medida de la fuerza muscular directa, peso del masculo y
histomorfometria del musculo del animal.

= PGA tuvo la peor recuperacion de potencial de accién del musculo y de
maxima fuerza de contraccién isométrica del musculo inervado
(Shin et al, 2009).
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Figura 25: Colocacion de NeuroTube® en fasciculos de nervio mediano
por neuroma de amputacion en una seccion parcial producida por un arma
blanca que paso6 desapercibida. Servicio C.O.T. Hospital Clinico. Granada. Dr.
Hernandez Cortés.

Con respecto a la biocompatibilidad del material se han realizado varios
estudios que demuestran que la reabsorcion del tubo se produce de forma aleatoria
entre 1 mes y los 10 meses postimplante. Algunos autores declaran la ausencia
completa de tubo después de los 6-8 meses, con una fragmentacion casi completa a
partir del mes (Keeley et al, 1991).

Este conducto nervioso ha sido evaluado por otros muchos autores en la
practica clinica con buenos resultados en la recuperacion sensitiva, pero escasos
estudios de recuperacion funcional motora. (Meek y Coert, 2008)

B.2. NeuroLac ® (Poli-DL-Lactico-Caprolactona)

Se trata de un conducto nervioso constituido por este material, que tiene la
propiedad de degradarse totalmente en el plazo de un afio, mostrando muy baja
probabilidad de producir reaccion de cuerpo extrafio y gran capacidad de
regeneracion nerviosa a su través, segun la marca fabricante (Meek y Coert, 2008).
Sin embargo en estudios posteriores se ha demostrado que este tubo produce una
reaccion de cuerpo extrafio que le hace fracasar al proceso de regeneracion
nerviosa (Hernandez Cortés y Garrido Gomez, 2010) (Figura 26).
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Este conducto nervioso mantiene sus propiedades de fuerza y flexibilidad
durante un periodo de 8-10 semanas y empieza a perder su masa a partir de las 10
semanas. No es citotoxico y es hemocompatible (Meek et al, 2004).

Figura 26: Conducto nervioso de Poli-DL-Lactico-Caprolactona
(NeuroLac®) colocado en colateral digital medial del dedo pulgar
después de una lesion nerviosa con un defecto aproximado de un cm.
Servicio C.O.T. Hospital Clinico. Granada. Dr. Hernandez Cortés.

TECNICA QUIRURGICA DE IMPLANTACION DE UN CONDUCTO
NERVIOSO SINTETICO.

En primer lugar se identifican los extremos del nervio lesionado y se aislan
manejando con cuidado al nervio con unas pinzas sin dientes. Si es necesario se
homogenizaran los cabos con ayuda de un neurétomo. A continuacion, se
seleccionara el conducto nervioso mas conveniente al diametro del nervio lesionado.
Se introducira uno de los extremos del nervio en el interior del conducto sintético y
se realizara un sutura epineural entre el nervio y el conducto como en el caso de las
neurorrafias termino-terminales. Pasa la sutura desde fuera hasta dentro del
conducto al menos a 1 mm de su final. Posteriormente, se pasa una sutura
transversalmente a través del epineuro a 2 mm del extremo seccionado desde
dentro hasta fuera. EI mufion del nervio seccionado deberia ser arrastrado al interior
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del conducto nervioso al apretar la sutura y realizar la lazada (Taras y Jacoby, 2008)
(Figura 27).

Figura 27: Arriba:Implantacion de conducto nervioso. Detalle de sutura
epineural-conducto sintético. Abajo: conducto nervioso implantado con cuatro
suturas epineurales por extremo. Dos anteriores y dos posteriores. Servicio
C.O.T. Hospital Clinico. Granada.
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7. TRATAMIENTOS PALIATIVOS.

Se realiza en aquellos casos en los que la recuperacion espontanea no ha
ocurrido o cuando la intervencién quirargica ha fallado y persiste el déficit funcional
gue presentaba el paciente previamente (Gregory et al, 2009).

En definitiva el objetivo de los tratamientos paliativos es mejorar la estabilidad
articular y permitir el movimiento que los grupos musculares paralizados no ejecutan.
(Gregory et al, 2009).

Los procedimientos primarios en la reconstruccion periférica son la artrodesis
y las transferencias tendinosas, ademas han aparecido técnicas innovadoras como
las transferencias de musculo libre llegando a ser otra posible opcién. Hay también
una parte limitada de amputaciones, osteotomias, liberacién de contracturas
articulares y musculares. Por otro lado, también seria obligatorio incluir en los
tratamiento paliativos los colgajos sensitivos, que se realizan raramente con el
objetivo de mantener la sensibilidad en determinadas zonas anatomicas.

Se han descrito numerosos procedimientos para mejorar la funcion de
miembros superiores y de miembros inferiores, es fundamental el estudio
pormenorizado de cada paciente para determinar cual de los procedimientos le
producira un mayor beneficio ante distintas posibilidades técnicas (Gregory et al,
20009).

Actualmente, estas técnicas son mucho mas utilizadas en miembros
superiores, ya que la extremidad superior es mucho mas funcional que la inferior y
en ella las lesiones nerviosas son mucho mas frecuentes. El objetivo, seria por tanto,
restaurar la estabilidad y/o movilidad del hombro y ademas restaurar la flexion del
codo y la funcion de la mano, en el caso del miembro superior (Gregory et al, 2009).

Algunos de los procedimientos mas realizados:

A. Artrodesis de hombro:

El papel de la artrodesis de hombro es doble.

En primer lugar, en lesiones totales del plexo braquial, mediante estabilizacion
del hombro permite al cirujano concentrar todos los injertos nerviosos y las
transferencias posibles en restaurar la funcion del codo y de la mano.

En segundo lugar, en paralisis proximales del plexo donde los elementos
estabilizadores del mismo han fallado y le generan al paciente dolor, subluxacién o
luxacion escapulohumeral completa (Rouholamin et al, 1991).
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B. Transferencias tendinosas al hombro.

Se realiza fundamentalmente en pardlisis parciales del hombro, donde la
transferencia de algun tendén podria restaurar la movilidad.

También existen varias posibilidades:

» Trapecio a la insercion deltoidea en el Himero (Técnica de Bateman)

» Latssimus dorsi y teres major al humero posterolateral para mejorar la
rotacion externa. (Técnica de L"Episcopo)

= Avance anterior de la porcion posterior del Deltoides para sustituir al
segmento anterior no funcional.

= Transferencia del vientre largo del Triceps al acromion.

Hay descritas otras técnicas de transferencia, pero la decision de cual
realizar depende de la naturaleza exacta de la paralisis (Alnot, 1996).

C. Transferencias tendinosas para restaurar la flexion del
codo.

La flexién del codo juega un papel fundamental en la funcionalidad del
miembro superior y su restauracion puede mejorar sustancialmente la movilidad de
un paciente con una paralisis. Por ello, la reanimacion de la flexion del codo es
considerada una de las prioridades de la reparacion primaria (Garcia Lopez et al,
2004).

Existen varios procedimientos en funcién del nivel de la lesién. Se ha de tener
en cuenta también el alineamiento de la extremidad, la estética y fundamentalmente,
el arco de movilidad preexistente.

Objetivos:

= Obtener movilidad con arco funcional de 60-120°.

» Fuerza de flexion suficiente

* Funcién simultanea de supinacién activa

= Mantener una flexién suave contrabalanceada por los extensores

Técnicas:
1. Transferencia del Dorsal Ancho:

Unipolar: conserva la insercion humeral del dorsal ancho y transfiere a biceps
la espinotoracica.
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Bipolar: la insercién humeral se secciona y se fija en coracoids. La insercion
espinotoracica se une al tendon del Biceps. Ademas proporciona la estabilizacion de
la articulacion glenohumeral.

Generalmente, esta transferencia se asocia a una isla cutanea que
proporciona una superficie de deslizamiento muscular fisiologica.

Es la flexoplastia de eleccion por su escasa morbilidad, por su efecto sobre el
hombro y sobre la supinacion.

2. Transferencia del Pectoral Mayor.
3. Transferencia de Epitrocleares. (Grupo flexor pronador): Tecnica de

Steindler

4. Transferencia del Pectoral Menor: se debe asociar a otras técnicas
como la de Steindler.

5. Transferencia del Triceps: tiene el inconveniente de que se pierde la
extension del codo. No contribuye a la estabilizacion del hombro.

6. Transferencia de Esternocleidomastoideo: muy inestético, para obtener
una correcta flexion hay que dejar la cabeza girada hacia el lado opuesto,
apenas se utiliza.

7. Transferencia libre de Gracilis (Garcia Lopez et al, 2004).

D. Transferencias tendinosas para restaurar la movilidad de la
muiecay la mano.

Se puede deber a la lesidon de alguno de los troncos nerviosos principales del
antebrazo: nervio radial, nervio mediano, nervio cubital. Cada uno de estos nervios
puede lesionarse a varios niveles y va a producir déficit sensitivo y motor que van a
generar paralisis de distintos grupos musculares. Existe gran cantidad de técnicas
gue posibilitan la mejora de la movilidad de mufieca y mano y que permiten la
realizacion, al menos en parte, de las actividades de la vida diaria.

65
Tesis Doctoral. Juan Garrido Gomez



PARALISIS DEL NERVIO RADIAL:

No suele existir afectacion de la funcién del triceps, por lo que esta
conservada la extensién del codo; sin embargo la pardlisis motora consiste en la
pérdida de la extensién de la mufieca, la extension y abduccion del pulgar y
extension de articulaciones metacarpofalangicas. Dependiendo si se trata de una
lesion alta o baja; estard o no conservada la extension de la mufieca (Figura 28).

Figura 28: Paciente con
paralisis del nervio radial en
miembro superior izquierdo.
Cortesia Dr. Hdez Cortés.

En estos casos la cirugia consistira en:

Transferencia del pronador redondo (PR) al primer y segundo radial
externo (SER): para recuperar la extension de la mufieca (Figura 29).

Figura 29:
Transferencia de
Pronador Redondo
al primer y segundo
— — radial externo.
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Transferencia del flexor radial del carpo (FRC) al extensor comun de los
dedos: permite la extension de la mufieca y de las metacarpofalangicas (Figura 30).

Figura 30: Transferencia de FRC al extensor comun de
los dedos. Servicio C.O.T. Hospital Clinico. Granada.

Transferencia del palmar menor (Pm) al extensor largo del pulgar (ELP)
redirigido por fuera de su tercer compartimento extensor: permite recuperar la
extension y abduccion del pulgar.
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Figura 31: Transferencia de Palmar menor a Extensor
Largo del Pulgar. Servicio C.O.T. Hospital Clinico. Granada.

Existen otras posibilidades técnicas paliativas pero éstas son las mas
utilizadas hoy dia. Esta técnica permite buenos resultados funcionales para el
paciente. (Figura 32)

Figura 32: Recuperacién de la extension digital (MTCF), de la extensién de
la mufiecay de la extension y abduccion del pulgar. Servicio C.O.T.
Hospital Clinico. Granada. Cortesia Dr. Hernandez Cortés.

PARALISIS NERVIO MEDIANO:

La paralisis completa del nervio Mediano conlleva la pérdida de la pronacion
del antebrazo, flexion de la mufieca, flexién de los dedos1°, 2°y 3°, la oposicion del
pulgar y la sensibilidad en su territorio de distribucion.
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En este caso se utilizarian tendones y musculos movilizados por otros nervios
diferentes al nervio mediano con el objetivo de permitir la movilidad deficiente de
aguellas zonas de la mano paralizadas. Existen muchas posibilidades de
transferencia tendinosa y/o muscular con el fin de paliar el déficit motor que presenta
el paciente (Figura 33).

Figura 33. Técnica de Bunnell en
una paralisis alta del nervio
mediano.

1. Tendo6n del masculo cubital
anterior alargado con
injerto libre.

2. Tendones del flexor
superficial del 2°y 3er
dedo.

3. Tendones del flexor
profundo del 4°y 5° dedo.

7 4. Flexor largo del pulgar.
, = 7 : 5. Segundo radial externo.
\ ( 6. Abductor corto del pulgar.
! ,\_?'%{Z:'T:N_/ 7. Polea (hueso pisiforme).

Dentro de las transferencias tendinosas como tratamiento paliativo de la
pardlisis del Mediano habria que destacar la Oponenteplastia. Esta técnica consiste
en la realizacién de una o varias transferencias tendinosas con el objetivo de
restablecer la oposicion del pulgar, que se considera una de las principales pérdidas
motoras de la mano. El primer paso necesario para realizar la oponenteplastia, al
igual que otra técnica de transferencia tendinosa, es la eleccion del masculo
adecuado, que permita suplir la funcion perdida. En el caso de la oponenteplastia, la
transferencia se hace con el objetivo de que el pulgar pueda adoptar la posicion
adecuada para permitir la prension. La fuerza de la pinza es proporcionada por el
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flexor pollicis longus y el aductor pollicis. Si es posible, el misculo con que se
realizara la transferencia debera de ser sinérgico con el musculo al que se
reemplaza, esto permitird que la rehabilitacion de aprendizaje para usar ese musculo
sea mas rapido. Se deberan evitar los masculos reinervados para la realizacion de
una transferencia en el contexto de una lesién nerviosa. Si es posible, se debe usar
una unidad de tendén-musculo que permita alcanzar la insercicon sin realizar ningun
injerto tendinoso, lo cual reducira sustancialmente la probabilidad de adherencias.

Dentro de estas condiciones citadas, se podrian citar una gran cantidad de
unidades musculares para realizar la transferencia tendinosa en la oponenteplastia,
sin embargo, varios autores coinciden que el flexor digitorum superficialis del 4° dedo
y el extensor carpi ulnaris ofrecen la mejor combinaciéon de movilidad del pulgar y
reemplazo de la pérdida de fuerza tenar.

PARALISIS NERVIO CUBITAL:

Dependiendo de la zona donde se ubique la lesién nerviosa encontraremos distintos
déficits sensitivos y motores. Generalmente, la zona de lesién mas frecuente del
nervio cubital es a nivel de la mufieca. A ese nivel se produce una paralisis de los
musculos intrinsecos inervados por el cubital (cuarto
interéseo dorsal, segundo y tercero interéseos volares, musculos
hipotenares, lumbricales tercero y cuarto). La atrofia de los musculos inervados por
el cubital y la garra de los dedos mefiique y anular suelen confirmar la sospecha de
paralisis de los musculos inervados por este nervio. Sin embargo, si la lesion se
localiza proximal al codo, pueden faltar la garra de estos dos dedos porque la parte
del flexor profundo de los dedos que se dirige al anular y al mefigue también esta
denervado.

En el caso de la afectacion de este nervio las opciones técnicas paliativas

estan encauzadas fundamentalmente a:

1. Correccion de la posicion en garra de los dedos largos.

Se puede conseguir de distintas formas, en los casos mas leves, mediante la incision
lateral del ligamento anular Al.

O bien la capsuloplastia de acortamiento de la placa volar MCF del cuarto y quinto
dedo, aislada o, generalmente, asociada a la

Operacion del lazo de Zancolli, se realiza en los casos mas graves. Consiste en
seccionar el flexor superficial o sus bandeletas y pasarlas hacia proximal sobre la
polea proximal Al suturandolos sobre el tenddn restante.
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Transferencia de tendones segun Brand, mediante alargamiento del tendén
del musculo segundo radial externo con un injerto libre de tenddn de cuatro partes.
Las bridas se introducen en los espacios interdigitales hasta palmar y se pueden unir
a la brida colateral, la vaina de los flexores o con el periostio de la falange proximal.

2. Fortalecimiento de la prensidon distal.

En el pulgar debe eliminarse la hiperextension de la articulacion
metacarpofalangica, con la cual esté ligada una mejor extensién de la articulacion
interfalangica. Esto se puede conseguir mediante una artrodesis de la articulacion
metacarpofalangica del pulgar.

Ademas, para mejorar la circunduccion se puede realizar una oponenteplastia
asociada.

3. Separacion del meiiique.

Predomina la funcién del extensor del mefiique. Cuando esté en hiperextension la
articulacion metacarpofalangica del mefiique, se desinserta este tenddn, se dirige en
sentido palmar entre las cabezas del 4° y 5° metacarpianos, de forma que quede
palmar al ligamento metacarpiano transverso profundo, y se sutura al ligamento
anular Al en la falange proximal del mefique.
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2. INGENIERIA TISULAR. MEDICINA
REGENERATIVA.

2.1. CONCEPTOS. INTRODUCCION.

2.2. CELULAS MADRE.

A. CELULAS MADRE EMBRIONARIAS
B. CELULAS MADRE FETALES
C. CELULAS MADRE ADULTAS

2.3. CELULAS MADRE MESENQUIMALES
PROCEDENTES DE LA GRASA

2.4. BIOMATERIALES.

2.5. LA INGENIERIA TISULAR EN LAS LESIONES DEL
NERVIO PERIFERICO.

2.1. CONCEPTOS. INTRODUCCION.

Una enfermedad infecciosa, genética o degenerativa, o bien, un dafio fisico,
guimico o una interrupcion del flujo sanguineo, pueden dar lugar a una pérdida de
células de un tejido u 6rgano. Esta pérdida celular puede conllevar a una alteracion
de la funcién normal de dicho tejido u érgano; y por consiguiente, conducirla al
desarrollo de enfermedades o secuelas fisicas que merman la calidad vital de la
persona. Por tanto, es importante tratar de regenerar y restablecer la funcién normal
de dichos tejidos u 6rganos. Estos dos objetivos, regeneracion y restablecimiento de
la funcion normal de un tejido u 6rgano dafiado, son los fines de la Medicina
Regenerativa (Fodor, 2003).

Aproximadamente hace tres décadas nace la Ingenieria Tisular como un
intento de reparacion de 6rganos y tejidos. El termino ingenieria tisular ha sido
definido por la National Science Foundation como la aplicacion de los principios y
métodos de la ingenieria y las ciencias de la vida hacia el entendimiento
fundamental de la relacion entre estructura y funcion de tejidos normales y
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patolégicos para el desarrollo de sustitutos biolégicos que restauren, mantengan o
mejoren la actividad de los tejidos u érganos dafiados o perdidos.

La Ingenieria Tisular, nos brinda la capacidad de regenerar tejidos del propio
paciente a partir de células extraidas del mismo, lo que convierte a esta disciplina en
una de las de mayor potencialidad dentro del campo de la medicina regenerativa.

La pérdida de estructura o funcion de los tejidos y 6rganos ha supuesto un
motivo de preocupacién continua que se intenta solventar mediante transplantes,
injertos autologos, protesis y regeneracion tisular (Falke y Atala, 2000). Si bien,
desde el punto de vista médico, la utilizacién de 6rganos para transplantes ha
supuesto una alternativa real para muchos pacientes, en la actualidad esta técnica
se ve limitada por el escaso nimero de donantes. Esta creciente necesidad de
organos, ha llevado a los investigadores a buscar nuevas alternativas para la
reparacion/reconstruccion de érganos y tejidos, tratando al mismo tiempo de
solventar el problema inmune asociado a todo trasplante.

La Medicina Regenerativa es nueva disciplina que trabaja con una
metodologia propia e incluye tres campos fundamentales: la Regeneracion Tisular
Guiada, la Terapia Celular y la Ingenieria Tisular, cuyas herramientas basicas son
células, soportes y sefnales (Nolan, 2008; Park y cols., 2008; Jayasinghe, 2008;
lkada, 2006).

1. Regeneracién Tisular Guiada.

Consiste en la reparacion de defectos tisulares utilizando la capacidad de
regeneracion del propio tejido o de los tejidos circundantes. Normalmente, la
regeneracion tisular guiada induce el crecimiento y la diferenciacion celular mediante
la utilizacion de factores de crecimiento o soportes mas o0 menos activos que
incorporen o no diferentes sefiales moduladoras del proceso de reparacion.

2. Terapia Celular.

La terapia celular utiliza la célula como medicamento. En general, las células
gue se pueden utilizar en terapia celular son de origen autélogo (del propio individuo)
o heterdlogo (de un donante), pudiéndose aplicar de forma sistémica o local (terapia
in situ).

3. Ingenieria Tisular.

La creacion de “equivalentes tisulares o constructos” de disefio a medida en el
laboratorio es uno de los retos mas innovadores y al mismo tiempo mas complejos
de la medicina actual. La ingenieria tisular, basada en el conocimiento de los
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procesos que ocurren durante el desarrollo embrionario, pretende simular todos los
pasos que conducen a la obtencidn de un tejido vivo, metabdlicamente activo, con
capacidad de adaptacion. Por ello precisa, no solo disponer de los componentes
béasicos (las células y las matrices extracelulares), sino ademas, del conocimiento de
los factores a los que este tejido va a estar sometido, como fuerzas biomecanicas,
estrés y envejecimiento que, ademas, han de ir sincronizados con el resto de las
estructuras corporales (lkada, 2006).

En estos momentos, la consecucion de tejidos artificiales en laboratorio es
una de las metas que permitiran acelerar el proceso de regeneracion de los tejidos
dafnados. Estos tejidos, al ser colocados en el lugar del implante in vivo, encontraran
el medio ambiente adecuado para diferenciarse y constituir un tejido definitivo o
adulto similar al que se pretende sustituir, como es el caso del tejido nervioso.

En general, la ingenieria tisular utiliza tres fuentes para generar un
equivalente tisular: células madre, biomateriales y factores de crecimiento (Ikada,
2006). Por su importancia para el desarrollo de esta tesis doctoral, a continuacién
expondremos brevemente las dos primeras.

2.2. CELULAS MADRE.

En general, se define una célula madre, como toda célula capaz de llevar a
cabo la divisién asimétrica, esto es, una célula madre es capaz de generar otra
célula con idénticas caracteristicas a la célula original (y que permanece como célula
madre) y una segunda célula que se diferenciara para originar una célula adulta
(Rao y Mattson, 2001). Las principales caracteristicas de las células madre son la
capacidad de autorrenovacion y automantenimiento, un escaso nivel de
diferenciacion y la capacidad para diferenciarse a distintos tipos celulares.

En ocasiones, las células madre pueden sufrir apoptosis y no participar mas
en desarrollos posteriores. Este es el caso de tejidos como el nervioso donde la
renovacion de células diferenciadas (neuronas y células gliales) es muy escasa.

En otras situaciones, las células madre pueden transdiferenciarse, término referido a
las células que no siguen su proceso de diferenciacion ortotipico, sino que pueden
diferenciarse hacia otros tipos de células adultas (Marafiés, 2010; Thowfeequ et al,
2007). La capacidad de diferenciarse hacia distintos tipos celulares, se denomina
plasticidad (Bianchi y cols., 2001).

El nimero de células madre y el proceso de diferenciacién estan regulados
segun las demandas de cada momento, manteniéndose una cantidad adecuada de
células precursoras indiferenciadas y de progenie diferenciada. Ademas, las células
precursoras indiferenciadas que resulten de los procesos de division, pueden
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permanecer quiescentes hasta estadios tardios del desarrollo o estar disponibles
para situaciones de estrés (Rao y Mattson, 2001).

Atendiendo a su origen, las células madre se pueden clasificar en células
embrionarias, fetales y células adultas.

A. CELULAS MADRE EMBRIONARIAS.

El encuentro del material genético paterno y materno durante el proceso de
fecundacion, se contindia con una serie regulada de divisiones mitéticas
denominadas segmentacion, formandose un nimero cada vez mayor de células
denominadas blastémeros, las cuales poseen peculiaridades que las hacen
singulares. Desde el punto de vista morfoldgico, estos blastdmeros no van
acompafnados de crecimiento, sino que cada vez se convierten en células de menor
tamafio. Sin embargo, estas células, al igual que el cigoto del cual proceden (figura
34), son totipotenciales, es decir, poseen todas las capacidades para originar el
desarrollo embrionario completo (embrién y cubiertas). En la especie humana,
después de la tercera division mitotica (estadio de 8 a 12 células), las divisiones se
vuelven asincronicas y las células se transforman en pluripotenciales, formando una
masa compacta de 32 a 128 células llamada morula.

Conforme la moérula avanza a lo largo de la trompa de Falopio, las células
contindan dividiéndose, formandose una esfera hueca llamada blastocisto, en cuya
pared podemos distinguir “trofoblasto” y “embrioblasto”. Las células de la masa
celular interna del blastocisto (embrioblasto) son células madre pluripotentes
(Stocum, 2001) ya que pueden diferenciarse hacia todos los tipos de células y
tejidos que constituyen un organismo adulto, pero no se consideran totipotenciales
pues carecen de la capacidad de originar tanto membranas extraembrionarias como
de contribuir a la formacion de la placenta, funcidon que asume el trofoblasto. Estas
células procedentes de la masa celular interna del blastocisto han sido utilizadas por
distintos autores para la generacién de lineas de células madre embrionarias, las
cuales estan sometidas a numerosos problemas de caracter ético y legal.

Para conseguir la propagacion ex vivo de las células madre embrionarias
(figura 35) y para mantenerlas en estado indiferenciado, son indispensables la
presencia del factor inhibidor de la leucemia (LIF) y una lamina sustento de
fibroblastos murinos (Williams y cols., 1998). La diferenciacion ex vivo de células
madre embrionarias humanas, se puede lograr tras la retirada del LIF o de la capa
de sustento de fibroblastos. Seguidamente, se inicia la formacién de agregados en
suspension que se denominan cuerpos embrionarios. La formacién de cuerpos
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embrionarios también sucede si no se utilizan frascos de cultivo adherentes en los
gue se favorezca una suspension celular. Los cuerpos embrionarios son capaces de
dar lugar a tipos celulares de las tres lineas germinales (Sadig y Gerber, 2004), y se
componen de células diferenciadas y precursoras provenientes de diversas lineas
distribuidas al azar, que se parecen a embriones postimplante precoces (Henningson

y cols., 2003).
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Figura 34. Esquema del
desarrollo desde cigoto hasta
célula adulta madura
(neurona, musculo, hueso...)
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Figura 35. Cultivo de
células madre
embrionarias rodeadas
de fibroblastos. 20X

(Yaich LE, 2007)

C. CELULAS MADRE FETALES.

Diversos estudios han demostrado que el feto es una fuente importante de
células madre, aunque son numerosos los problemas éticos y legales que se
asocian a su uso. Entre otras, en el feto existen numerosos tipos de células
multipotenciales, destacando, por ejemplo, las de la médula ésea, que pueden
diferenciarse a eritrocitos, leucocitos o plaquetas, asi como células unipotenciales,
desconociéndose hasta la fecha la existencia de células pluripotenciales fetales
(Ciriza et al, 2010; Androutsellis-Theotokis et al, 2010).

D. CELULAS MADRE ADULTAS.

Las células madre adultas son aquéllas que proceden de un individuo adulto,
incluyendo el nifio y el recién nacido. Estas células residen en nichos especificos o
compartimentos tisulares, cuya funcion es el mantenimiento de la integridad tisular
(Vats y cols., 2002). Se consideran ademas, directamente implicadas en la
reparacion tisular ante una agresién o lesion, siendo las encargadas de la
regeneracion de cada uno de los tejidos existentes en un organismo adulto.

En general, las células madre adultas presentan capacidad de diferenciacion
hacia un unico tipo celular diferenciado (células madre unipotenciales) o hacia
diferentes tipos celulares pertenecientes a una misma familia de células procedentes
de la misma hoja embrionaria (células madre multipotenciales). Sin embargo,
estudios recientes demostraron que algunas células adultas pueden comportarse en
determinadas circunstancias como células madre pluripotenciales mediante el
proceso conocido como transdiferenciacion (Thowfeequ et al, 2007).
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Los fendmenos de reparacion tisular implican el reemplazo de los tipos
celulares dafados con el fin de reponer otras células que permitan mantener la
funcion e histoarquitectura tisular. Existen tres teorias para explicar los fenGmenos
de reparacion tisular en los individuos adultos:

1) Teoria de la desdiferenciacion.

Propuesta en 1971 por Toole y Gross, en base a los estudios realizados en
anfibios para explicar la regeneracion completa de una extremidad tras su pérdida
traumatica. Estos autores afirman que esta regeneracién completa ocurre por un
proceso de desdiferenciacién de las células presentes en el tejido dafiado. Esta
teoria partia de la base de la no existencia de las células madre dentro de los tejidos
adultos o de su no participacion dentro de los procesos de reparacion tisular. Las
células diferenciadas dafiadas durante el trauma inicial, revierten a un estado
indiferenciado mas primitivo antes de su proliferacién y posterior rediferenciacion
para restaurar los tejidos perdidos (Stocum, 1998; Tsai y cols., 2002).

2) Teoria de la transdiferenciacion.

Esta teoria ofrece una explicacion alternativa. Propone que cada tejido en el
individuo adulto contiene un unico tipo de células madre especificas cuya funcién se
limita al mantenimiento y reparacion del tejido en el que residen (Donovan y
Gearhart., 2001). La transdiferenciacién ocurre durante la reparacion tisular cuando
las células progenitoras tisulares especificas derivadas de un 6rgano, son
“reprogramadas” para formar tejidos de otro 6rgano (Forbes y cols., 2002; Poulsom y
cols., 2002).

La mayoria de los autores, sin embargo, consideran que el término
transdiferenciacién deberia reservarse para aquellas células adultas que, en un
momento dado, son capaces de diferenciarse hacia células adultas de distinta
estirpe sin necesidad de pasar por un estadio intermedio indiferenciado (Thowfeequ
et al, 2007).

3) Activacién de células guiescentes precursoras de reserva.

Propone que existen poblaciones precursoras de reserva en los
compartimentos tisulares conectivos y que estas poblaciones estan formadas por:
células progenitoras tisulares especificas, células madre de linea germinal y células
madre pluripotenciales.

a) Ceélulas progenitoras tisulares especificas.

78
Tesis Doctoral. Juan Garrido Gomez



Se ha postulado que estas células residen en los tejidos del cuerpo y que
estan implicadas en el mantenimiento “rutinario” de esos tejidos. Ejemplos
caracteristicos de ello son las células epiteliales basales de la mucosa
gastrointestinal (Bjerknes y Cheng, 2002), las células satélite del musculo estriado
(Grounds y cols., 1992; Beauchamp y cols., 2000), asi como las células epiteliales
de la capa basal de la epidermis. Por otra parte, sugiere que las otras dos
poblaciones de los compartimentos tisulares (células madre pluripotenciales y
células madre de linea germinativa), experimentarian activacion, proliferacion y
diferenciacion para colaborar con las células progenitoras tisulares cuando fuera
necesario, en la restauracién o reemplazo de los tejidos perdidos o dafiados (Young,
2004).

En particular, estos ultimos autores, han desarrollado durante afios y hasta la
actualidad, diferentes trabajos para demostrar la existencia de células madre
pluripotenciales y células madre de linea germinativa dentro de los tejidos (figura
36). En estos trabajos se apoyan los fundamentos de esta tercera teoria.

b) Células madre de linea germinal.

Diversos estudios sugieren la presencia de una poblacion de células madre
de linea germinal en los tejidos humanos. Estas células se propagan mas de 200
veces sin perder el potencial de diferenciacion (Young, 2000; Young y cols., 2001ay
b), permanecen quiescentes en medio sin suero y en ausencia de factor inhibidor de
leucemia (LIF), no expresan marcadores de célula madre embrionaria como el
antigeno especifico del estado embrionario, antigeno carcinoembrionario o molécula
de adhesion carcinoembrionaria y, en presencia de factores proliferantes, muestran
inhibicion por contacto en la confluencia y un cese de la proliferacién cuando una
Unica capa de células cubre la superficie de cultivo (Young y cols., 2001a).

c) Las células madre pluripotenciales derivadas de tejidos
adultos mesenquimales humanos (células madre
mesenquimales o MSC).

Se diferencian de las anteriores en que expresan marcadores de célula madre
indiferenciada y generan tipos celulares de las tres lineas germinales (Young y cols.,
2004b). Cuando el tejido es alterado en su estructura basica a través de un
fendmeno lesivo y se requiere de diversos tipos celulares para su reparacion, se
pueden activar células pluripotenciales para restaurar el estado tisular previo a la
lesion (Weissman y cols., 2001) (figura 36).

Finalmente, estos autores proponen que la activacion de células quiescentes
precursoras, junto con la desdiferenciacion y la transdiferenciacion, podran dar una
explicacion a los procesos de reparacion tisular (Young y cols., 2004b).
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Figura 36: Esquema de
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2.3. CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES DERIVADAS DE
TEJIDO ADIPOSO

La generacion de tejidos artificiales requiere células con potencialidad y
proliferacion alta y que sean accesibles como lo son las células troncales
mesenquimales derivadas del tejido adiposo (ADSC) (De Ugarte et al., 2003;
Mclintosh et al., 2006; Mitchell et al., 2006; Schaffler y Bichler, 2007), que son las
células que utilizaremos como fuente de células troncales en la presente tesis
doctoral. En este apartado describiremos sucesivamente el tejido adiposo y las
caracteristicas fundamentales de las ADSC existentes en su seno.

TEJIDO ADIPOSO COMO FUENTE DE CELULAS MADRE
MESENQUIMALES.

El tejido adiposo es una forma especializada de tejido conectivo que tiene una
funcién importante en la homeostasis energética. En todo el tejido conjuntivo laxo
aparecen células adiposas (adipocitos) individuales o reunidas en grupos. El tejido
en el que los adipocitos constituyen el tipo celular primario recibe el nombre de tejido

adiposo.

Las células adiposas tienen como funcién principal almacenar sustancias
lipidicas de reserva. Los elementos celulares asociados al tejido adiposo lo
conforman predipocitos, fibroblastos, células de tejido muscular liso, células
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endoteliales, monocitos, macrofagos y linfocitos, asi como una fuente no bien
conocida de células madre mesenquimales indiferenciadas denominadas ADSC
(Caspar- Bauguil et al., 2005; Weisberg et al., 2003).

Existen dos clases de tejido adiposo, el tejido adiposo unilocular o grasa
amarilla, cuyas células poseen una sola gota de lipidos almacenados, es la variedad
mas comun. La segunda variedad que es menos frecuente tanto en distribucion
como en cantidad, es el tejido adiposo multilocular o grasa parda que se encuentra
de manera particular en el recién nacido. Las células adiposas uniloculares del tejido
adiposo amarillo son muy grandes, aproximadamente tienen una dimension de mas
de 100 um de diametro a causa de la gran cantidad de lipidos que acumulan. A
veces, es posible encontrar pequefias gotas de lipidos en la porcion engrosada del
citoplasma, susceptible también a poseer glucogeno. El lipido que se encuentra en
la gran vacuola central se halla compuesto sobre todo por una mezcla de glicéridos
de &cidos grasos (Figura 37).

El tejido adiposo unilocular se divide en l6bulos poco definidos por medio de
tabiques de tejido conectivo. Con la excepcidn de estos tabiques interlobulares, el
estroma estd compuesto sobre todo por delicadas fibras de reticulina que también
forman intimas mallas que rodean a los capilares. La grasa blanca ha sido
considerada en general como un tejido escasamente vascularizado. Sin embargo,
cada célula adiposa, se halla en contacto por lo menos con un capilar.

Figura 37.
Imagen
histolégica de
tejido adiposo.
Adipocitos
uniloculares
con gran
vacuola
central de
grasa.

Las células de grasa son células totalmente diferenciadas y no tienen division
mitotica. Las nuevas células de grasa, en consecuencia, que se desarrollen en un
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momento dado en el interior del tejido conectivo, son resultado de la diferenciacion
de células mas primitivas. Aunque las células de grasa, antes que acumulen lipido
se asemejan a fibroblastos, es probable que provengan directamente de células

mesenquimales indiferenciadas que se encuentran en su seno. El tejido adiposo, por

tanto, se renueva a partir de células troncales mesenquimales existentes en el
mismo y, segun distintos autores, se considera dicho tejido como posible fuente
importante de células troncales para la ingenieria tisular.

Segun Matsumoto, el tejido adiposo también contiene un grupo de células
llamado fraccion vascular estromal (FVE), que puede aislarse por medio de
centrifugacion con previa digestion enzimatica en colagenasa (Matsumoto et al.,
2008) (Figura 38).

Figura 38. Cultivos celulares
bidimensionales de células madre de la
grasa, 20x.

Asi mismo, Schéffler y Blchler sugieren que la FVE contiene varias
poblaciones celulares, entre las cuales figuran poblaciones de células troncales
mesenquimales multipotentes y pluripotentes (ADSC) (Schéffler y Buchler, 2007).
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E. CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES
DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO (ADSC)

La obtencién de las células madre procedentes de la grasa (ADSC: adipose
derived stem cell) es relativamente sencilla debido a que pueden utilizarse
procedimientos quirdrgicos simples con anestesia local (Schéaffler y Buchler, 2007).
Mediante liposuccién pueden llegar a obtenerse poblaciones celulares mayores de
100 millones en 250 a 500 ml por procedimiento (De Ugarte et al., 2003). (Figura 39)

Cannula

Epidermis

After the
removal
of fat cells

Figura 39: Izquierda: esquema representativo de la técnica de liposuccién.
Derecha: imagen intraoperatoria de una liposuccién abdominal en una
mujer. Hospital ASISA La inmaculada. Cortesia Dr. Lara Garcia.

Por estas razones, las ADSC son una de las fuentes celulares autélogas mas
prometedora s para su utilizacion en medicina regenerativa (Oedayrajsingh —Varma
et al., 2006; Casteilla et al., 2005).

Hasta el momento, las ADSC han sido diferenciadas a varios tipos de tejidos
en modelos bidimensionales que incluyen la diferenciacion de ADSC a cartilago (Wei
et al., 2007), tejido adiposo (Yoshimura et al., 2008), hueso (Weinzierl et al., 2006;
Xu et al., 2005) y neuronas (Lin et al., 2008).

Nuestro grupo de investigacion (Grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad
de Granada), ha desarrollado recientemente un novedoso biomaterial compuesto por
fibrina humana y agarosa (Sanchez-Quevedo et al., 2007; Garzon et al., 2009;
Alaminos et al., 2006 y 2007), que ha sido utilizado con éxito para generar corneas y
mucosa oral humanas, utilizando células epiteliales y del tejido conectivo. Dichas
células han mostrado adecuados indices de adhesion y diferenciacién en estos
biomateriales. Ademas, recientemente se demostré que las células ADSC podian
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transdiferenciarse a adipocitos, osteocitos, condrocitos e incluso neuronas tanto en
un modelo bidimensional como en matrices tridimensionales de fibrina-agarosa
(Nieto-Aguilar et al., 2010).

La utilizacion de este modelo generado mediante ingenieria tisular, podria
tener importantes aplicaciones en el &mbito de la estomatologia, cirugia ortopédica,
cirugia plastica y reparadora y cirugia maxilofacial.

2.4. BIOMATERIALES

Los biomateriales son compuestos de origen natural o sintético, sélidos o
liquidos, que se utilizan en dispositivos médicos o en contacto con sistemas
bioldgicos. En general, los biomateriales son sustancias farmacolégicamente inertes
utilizadas para ser incorporadas o implantadas dentro de un sistema vivo para
reemplazar o restaurar alguna funcion, permaneciendo en contacto permanente o
intermitente con fluidos corporales o tejidos humanos. Los biomateriales, como
campo de estudio, han experimentado un crecimiento constante en
aproximadamente medio siglo de existencia y se utilizan, entre otros, en medicina,
biologia, quimica e ingenieria. La generacion de nuevos biomateriales para su
aplicacion en medicina es un proceso multidisciplinar en el que convergen los
principios del disefio, de la fisica, la quimica, la ingenieria industrial, la ingenieria
quimica y las ciencias de los materiales (Grodzinski et al, 2006).

En ingenieria tisular, la generacion de tejidos artificiales de naturaleza
conectiva como hueso, cartilago, dermis, ldmina propia de la mucosa oral, etc.,
requiere la utilizacion de algun tipo de material que actie como sustituto de la matriz
extracelular del tejido nativo (Ma et al., 2005). Para ello se utilizan varios tipos de
biomateriales. La funcion de estos en ingenieria tisular es la de actuar de manera
similar a la matriz extracelular natural. Esto es, promover la proliferacion, la
diferenciacion y la biosintesis de las células. Generalmente, las matrices
extracelulares para la generacion de tejidos por ingenieria tisular estan compuestas
por diferentes tipos de biomateriales. Estos compuestos deben cumplir ciertos
requisitos basicos, entre ellos:

1. Ausencia de toxicidad

2. Biocompatibilidad

3. Ausencia de potencial carcinogénico

4. Tolerancia a la esterilizacidn previa a su uso.

5. Deben contar con propiedades mecanicas como la permeabilidad,
estabilidad, elasticidad, flexibilidad y plasticidad; que permitan fabricar diferentes
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formas o estructuras tridimensionales sélidas (Yang et al, 2001; Hutmacher et al.,
2001).

6. Deben permitir la adhesién celular y la activacion de los diferentes
factores de crecimiento (Walgenbach et al., 2001; Kwan et al., 2007).

7. Deberan de servir de vehiculo para transportar las células utilizadas como
fuente de obtencion al sitio del tejido afectado (Walgenbach et al., 2001; Kwan et al.,
2007).

Los biomateriales de uso en ingenieria tisular se dividen en tres grupos
principalmente: Biogénicos o biolégicos; sintéticos y semisintéticos.

Los materiales biogénicos incluyen matrices acelulares como: colageno,
alginato, agarosa, glicosaminoglicanos y fibrina (Saadeh et al., 2001; Bumgardner et
al., 2003; Seol et al., 2004; Solchaga et al., 2002;). Los sintéticos incluyen acido
polilactico, acido poliglicdlico, polietilenglicol, poli dimetil- siloxano, los de tipo
aromatico con base de poli — éter como el poliuretano termoplastico, poli etileno-
tereptalato, poli etileno-tetrafluorado, poli vinilideno-fluorado y varios hidrogeles .
(Neuss et al., 2008; Ishaug et al., 1997; Behravesh et al., 1999;) Finalmente, los
materiales semisintéticos son una combinacion de materiales biogénicos y de
polimeros sintéticos (Munirah et al., 2008).

Ademas, atendiendo a su estructura, los principales biomateriales para uso en
ingenieria tisular pueden clasificarse como fibrosos, poliméricos y mixtos:

a.- Biomateriales fibrosos. Los biomateriales fibrosos méas conocidos son,
probablemente, el colageno vy la fibrina.

El coladgeno tipo | es un biomaterial fibroso soluble en medios acidos que es
sintetizado fundamentalmente por los fibroblastos y que constituye uno de los
principales componentes de la matriz extracelular del tejido conjuntivo. Por este
motivo, este biomaterial es perfectamente biocompatible y permite el crecimiento
celular tanto en su interior como en su superficie. Los geles de colageno tipo |,
polimerizables mediante la adicién de sustancias tampoén de pH alto, se han utilizado
con gran frecuencia en el campo de la oftalmologia, la dermatologia y la odontologia
(Reichl y Muller-Goymann, 2003).

La fibrina es un producto generado a partir del fibrinbgeno, componente muy
abundante en el plasma sanguineo y responsable de la generacion del coagulo
sanguineo. Por ello, la posibilidad de obtener este producto con caracter autologo y
su biocompatibilidad hacen que este biomaterial se haya utilizado con frecuencia en
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biomedicina, especialmente, para la generacién de piel artificial para uso en
dermatologia y en cirugia plastica (Meana et al., 1998; Llames et al., 2006).

b.- Biomateriales poliméricos. Los mas conocidos son aquéllos que constan
de largas cadenas de mondmeros de hidratos de carbono como la glucosa. Algunos
de ellos son:

- La agarosa, obtenida a partir de la pared de ciertas algas marinas del grupo
Rhodophyceae, sobre todo Gracillaria sp. y Gellidium sp., utilizada en ingenieria
tisular en el campo de la traumatologia (Stevens et al., 2005).

- La gelatina, facil de purificar a partir de ciertos tejidos animales.

- El quitosan, biomaterial obtenido a partir de la quitina existente en el
exoesqueleto de los crustaceos marinos tales como los cangrejos o las gambas.
Aunque permiten el crecimiento celular en su interior, el distante origen filogenético
de los artrépodos hace que en ocasiones se comporte como un biomaterial de dificil
biointegracién en seres humanos.

- Otros biomateriales como el acido hialurénico o el alginato, que aunque
son biocompatibles, son degradados por el organismo tras un periodo de tiempo mas
0 menos largo, aunque esta degradacioén no es enzimatica (no existen enzimas en el
organismo que sean capaces de degradar directamente estos polimeros).

c.- Biomateriales mixtos. La combinacion de diferentes tipos de
biomateriales permite controlar algunos de los problemas asociados a cada uno de
ellos. Entre las diferentes combinaciones existentes, los biomateriales mixtos de
fibrina y agarosa han demostrado su utilidad en la generacion de tejidos humanos
artificiales para su posible uso clinico en oftalmologia, odontologia y cirugia
maxilofacial (Alaminos et al., 2006, 2007; Sdnchez-Quevedo et al., 2007; Garzén et
al., 2009 (1) y 2009 (2); Gonzalez-Andrades et al., 2009; Serrato et al., 2009;
lonescu et al., 2010).

2.5. LA INGENIERIA TISULAR EN LAS LESIONES NERVIOSAS
PERIFERICAS.

Las lesiones del nervio periférico, a menudo, requieren, como explicamos
previamente, el uso de injertos nerviosos autélogos que se asocian a comorbilidad
de la zona donante y que estan limitados respecto a la cantidad de injerto del que
disponemos. Por tanto, varios autores entre los que nos encontramos el Grupo de
Ingenieria Tisular, estan desarrollando estrategias alternativas para crear y
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desarrollar nuevos implantes basandose en el auge de la Ingenieria Tisular (Di
Summa et al, 2010).

Se han realizado varios intentos de generar conductos de materiales
biodegradables que permitan la regeneracion axonal sin interferir en el proceso de
crecimiento y maduracion (Mohanna et al, 2005).

Di Summa y colaboradores han realizado recientemente un estudio en el que
han comparado conductos sintéticos realizados a partir de fibrina en cuyo interior
contiene células de Schwann obtenidas de un cultivo celular procedente de nervio
ciatico con el mismo conducto, pero que contiene en este caso, células madre
procedentes de la grasa y de la médula osea diferenciadas a células de Schwann.
Los mejores parametros de regeneracion fueron obtenidos con los conductos
nerviosos combinados con el cultivo de células de Schwann, sin embargo, los
resultados con célula madre diferenciadas fueron significativamente peores. Por otro
lado, los autores concluyen que los conductos que contenian células de Schwann
procedentes de la diferenciacién de células madre procedentes de la grasa o de la
meédula osea tienen unos valores mejores en los parametros de regeneracion axonal
gue el conducto nervioso sin nada en su interior (Di Summa et al, 2010).

Las ADSC pueden diferenciarse a células de Schwann-like presentando una
morfologia, un fenotipo y caracteristicas funcionales iguales a las células de
Schwann primarias, por tanto, las ADSC podrian sustituir a las células de Schwann
como componente de los conductos nerviosos sintéticos desarrollados mediante
ingenieria tisular (Jiang et al, 2008).

No solo hay diversidad en el contenido de conducto nervioso, sino también
existe en la composicion y estructura tridimensional de los conductos. Siguiendo la
teoria de Weiss, muchos autores han desarrollado constructos tridimensionales que
favorezcan el contacto entre ambos extremos del nervio lesionado (Weiss, 1944). Se
han desarrollado constructos a partir de fibra de vidrio (Figura 40) (Bunting et al,
2005), chitosan/acido poliglicolico (Jiao et al, 2009), Silicona (Kim et al, 2007),
Keratina (Apel et al, 2008) y otros materiales mas comunes como Colageno.
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Figura 40: Izquierda: Célula de Schwann adherida a fibra de vidrio. Derecha:
Célula de Schwann adherida a fibra de vidrio. Inmunotincion S100 positiva.
(Bunting et al, 2005)
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

Demostrar la utilidad terapéutica de un nuevo modelo de conducto
nervioso desarrollado mediante ingenieria tisular a partir de células
mesenquimales del tejido adiposo (ADSC) y biomateriales de fibrina-
agarosa en un modelo experimental de lesion nerviosa periférica con
defecto nervioso critico de un centimetro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Establecer un modelo experimental de lesidn de nervio periférico
en el que exista un defecto nervioso que impida la reparacion directa
en animales de laboratorio, Gtil para la evaluacion de protocolos de
ingenieria tisular y medicina regenerativa.

2.- Generar distintos tipos de conductos neurales elaborados
mediante técnicas de ingenieria tisular con biomateriales de fibrina
y agarosay con ceélulas madre mesenquimales del tejido adiposo
(ADSC) para tratar lesiones nerviosas en modelos experimentales.

3.- Evaluar los resultados clinicos y funcionales de la aplicacion de
la ingenieria tisular del nervio periférico mediante estudios
neurofisiolégicos y estudios de comportamiento y motricidad
estandarizados para las lesiones periféricas en el modelo animal
escogido.

4.- Evaluar los resultados histolégicos e inmunohistoquimicos de la
aplicacion de la ingenieria tisular del nervio periférico mediante estudios
de regeneracion nerviosa estandarizados para las lesiones periféricas
en el modelo animal escogido.
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MATERIALES Y METODOS.

TIPO DE ESTUDIO.

Estudio experimental aleatorizado y controlado.

SUJETOS DE ESTUDIO.

En este trabajo se utilizaron 50 ratas de la raza Wistar (Ratus ratus) de 250—
300 g de peso con 12 semanas de edad. Todos los animales se han adquirido del
Servicio de Produccion y Experimentacion Animal de la Universidad de Granada y se
mantuvieron en los estabularios disponibles en el Departamento de Cirugia y sus
Especialidades de la Universidad de Granada y en la Unidad Experimental del
Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Licinio de la Fuente) siguiendo todos los
protocolos de bienestar animal y la legislacion vigente al respecto.

GENERACION DE UN MODELO DE LESION DE
NERVIO PERIFERICO.

En todos los animales, se procedié a generar una lesion del nervio ciatico
izquierdo bajo anestesia general. En cuanto a la técnica anestésica, se utilizo el
siguiente protocolo:

= Atropina subcutanea 0,05 mg por kg peso de la rata.
= Acepromacina 1 mg intraperitoneal por kg peso de la rata.

= Ketamina 150 mg intraperitoneal por kg peso de la rata.

Una vez anestesiados, a cada animal se le realizo un abordaje lateral del
fémur, abordandose a través del septo intermuscular entre biceps y cuédriceps,
exponiéndose el fémur e, inmediatamente debajo, el nervio ciatico. A continuacion,
se genero6 un defecto del nervio proximal a la ramificacion del nervio ciatico al grupo
muscular gastrocnemius, y aproximadamente a un centimetro distal a la salida de la
raiz de la escotadura ciatica coincidiendo, en la mayoria de casos, con el tercio
medio de la diéfisis del fémur (figura 40). De este modo, en todos los animales se
extirpd un segmento de nervio ciatico de aproximadamente 1 cm de longitud.
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Tras el dafio neuroldgico, todos los animales fueron sometidos a estrictos
cuidados postoperatorios, incluyendo analgesia, desde el mismo momento en que se
produce la lesién traumatica hasta el momento de ser sacrificadas.

Figura 40: Técnica quirargica
para el abordaje del nervio
ciatico de la rata.

1. Incision en “palo de golf”
paralela a la dié&fisis
femoral izquierda con
inclinacion caudal en el
eje de larodilla
homolateral.
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2. Separacién de la piel de
la rata. Punta de la tijera
marca el septo
intermuscular entre
Cuadriceps y Biceps
femoral. Se realiza
diseccidn con tijeras
separando los vientres
musculares.

3. Exposicion del nervio
ciético de la rata entre el
cuadriceps (arriba) y el
biceps femoral (abajo).
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4. Exposicion completa del
nervio ciatico con
separacion del tronco
nervioso de los tejidos
circundantes. Division de la
porcién del nervio ciatico en
su porcion caudal en ramas
motoras y sensitivas que se
dirigen ala porcioén distal de
la pata.

5. Comprobacion de la
extirpacion de un centimetro
de nervio ciatico. Imagen
posterior a la retraccidén que
sufre el nervio una vez
seccionado totalmente.
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6. Exposicion de los cabos
(flechas) del nervio
seccionado una vez realizada
la extirpacion de 1 cm de
nervio. Detalle de la
retraccion de los cabos que
hace que el defecto resultante
sea superioralcm.

GRUPOS DE ESTUDIO

En la presente Tesis Doctoral se consideraron 4 grupos de experimentacion,
segun el tipo de tratamiento aplicado tras la generacion de la lesion nerviosa
periférica:

Grupo 0 (CONTROL 1). Lesién del nervio ciético sin gesto de reparacion
quirdrgica (n=4).

Grupo 1 (CONTROL 2). Lesién del nervio ciético y reparacion microquirirgica
mediante un tubo de colageno relleno de suero heparinizado suturado a ambos
extremos del defecto (n=12).

Grupo 2. Lesion del nervio ciético y reparacién microquirdrgica mediante un
tubo de colageno relleno de biomateriales biocompatibles de fibrina y agarosa
suturado a ambos extremos del defecto (n=11).

Grupo 3. Lesion del nervio ciatico y reparacién microquirdrgica mediante un
tubo de colageno relleno de células madre mesenquimales del tejido adiposo
(ADSC) inmersas en biomateriales biocompatibles de fibrina y agarosa suturado a
ambos extremos del defecto nervioso (n=10).

Grupo 4. Animales de experimentacion que se utilizaron para conocer los
valores de movilidad espontanea y que se utilizaron como controles. De forma, que
hubo un grupo de 4 animales que fueron sometidos a estudios de actividad motora
espontanea con el objetivo de conocer los valores basales de movilidad, que
posteriormente servirian para ser comparados con los obtenidos en los deméas
grupos (n=4).
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Todos los animales se mantuvieron durante 3 meses después de la
intervencion con comida y bebida ad libitum. Antes de la intervencién y durante las
24 hr posteriores a la misma se administré profilaxis antibiética (Cefuroxima
intramuscular 30mg/kg peso/12 hr). Al mismo tiempo, se instauré una pauta de
analgesia con Amitriptilina intramuscular (15 mg /kg/24hr) procediéndose a su
sacrificio mediante inyeccién intracardiaca de CIK (Cloruro potasico) 1 M bajo
anestesia general (Figura 41).

Figura 41: Técnica de
sacrifico empleada en las
ratas del estudio.
Toracolaparotomia en
linea media bajo
anestesia general.
Diseccion del mediastino.
Exposicién del septo y
ventriculo izquierdo
cardiacos. Puncién
directa sobre ventriculo
izquierdo de KCI (Cloruro
Potasico Braun Sol 14,9%
env 20 ml, B.Braun
Medical, Espafia).
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REPARACION MICROQUIRURGICA DEL DEFECTO
NERVIOSO (GRUPOS 1 A 3)

Una vez realizado el defecto nervioso, a cada muiion del nervio seccionado
se realizaron dos suturas con monofilamento de de poli-hexa-fluoro-propileno
(Pronova Biopharma TM, Lysaker, Norway) de calibre 9-0, uniendo el epineuro del
nervio con el conducto nervioso sintético e introduciendo aproximadamente 2 mm del
cabo nervioso seccionado en el interior de un tubo de colageno reabsorbible de uso
clinico (NeuraGen®, Integra Lifescience corporation, Plainsboro, New Jersey, USA),
de tal forma que se favorezca el contacto entre los brotes axonales procedentes del
mufién y el material que contenga el tubo (Figura 42). Estos tubos de colageno
liofilizado se utilizan de rutina en clinica humana para la reparacion de defectos
nerviosos como alternativa al autoinjerto nervioso.

Figura 42: Implantacion del conducto nervioso. Detalle de las 2 suturas
tubo-epineuro que existe en el extremo proximal del nervio lesionado.
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En los grupos 2 y 3, el tubo de colageno reabsorbible que se implant6 en los
animales habia sido previamente tratado en el laboratorio, introduciéndose en el
interior de su luz un biomaterial con o sin células, segun se describe mas adelante.

GENERACION DE HIDROGELES DE FIBRINA —
AGAROSA TRIDIMENSIONALES (GRUPOS 3 Y 4)

En aquellos casos en los que se utilizaron tubos de colageno reabsorbible con
biomateriales en su interior, se procedio a generar hidrogeles de fibrina y agarosa al
0,1%, tal como se describe a continuacién (Alaminos et al., 2007, 2008).

Para la generacién de un hidrogel de 10 ml de volumen, se mezclaron los
siguientes componentes en el orden que se indica:

% 7,6 ml de plasma sanguineo humano. Este producto se utiliz6 como
fuente de fibrindgeno.

+« 750 pl de medio de cultivo DMEM.

+«+ 150 pl de acido tranexamico (Amchafibrin®, Fides Ecofarma, Valencia,
Espafa).

% 1 ml de Cl, Ca 1% (p/v) para inducir la polimerizacion del plasmay la
conversion del fibrindbgeno en fibrina.

+ 0,5 ml de agarosa tipo VII especial para cultivos celulares (Sigma —
Aldrich Ref. A9045) disuelta al 2% (p/v) en PBS y calentada hasta
alcanzar el punto de fusion.

Una vez generada la mezcla, ésta se introdujo cuidadosamente en la luz de
un tubo de coldgeno reabsorbible Neuragén® de 1,5 cm de longitud y 3 mm de
diametro, prestando especial atencion a la ausencia de burbujas o espacios vacios
en la luz de dicho tubo. Posteriormente, se dejaron polimerizar en reposo los tubos
conteniendo los hidrogeles (alrededor de 10 minutos después de su elaboracion),
cubriéndose a continuacion con medio de cultivo DMEM (Figura 43 y figura 44).
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Figura 43: Imagen de
conducto nervioso sintético
de colageno NeuraGén™
relleno de hidrogel de
Fibrina-Agarosay ADSC
(adipose derive stem cell)
inmerso en medio
DMEM.Detalle de la longitud
del conducto, 15mm.

Figura 44: Imagen de
conducto nervioso sintético
de colageno NeuraGén™
relleno de hidrogel de
Fibrina-Agarosa.

GENERACION DE CULTIVOS PRIMARIOS DE ADSC
(GRUPO 3)

Para obtener las células madre del tejido adiposo de las ratas incluidas en el
grupo 3 del estudio, se procedi6 a extirpar pequefios fragmentos de tejido graso del
area inguinal mediante una pequefia incisién oblicua bajo anestesia general y en
condiciones de asepsia, guantes estériles, mascarilla, gorro, bata estéril y material
quirargico estéril.

Una vez obtenida la muestra, ésta se introdujo inmediatamente en medio de
transporte estéril constituido por medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
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(Sigma-Aldrich Ref. D5796, Saint- Quentin-Fallavier, Francia) suplementado con
antibioticos (500 U/ml de penicilina G y 500 kg/ml de estreptomicina) y antimicéticos
(1,25 kg/ml de anfotericina B) (Sigma-Aldrich Ref. A5955) para evitar una eventual
contaminacion de la muestra. La composicion del medio de cultivo DMEM se
muestra a continuacion en la tabla 3. Estas muestras de tejido adiposo se utilizaron
integramente para la generacion de cultivos celulares de células madres derivadas
de la grasa.

101
Tesis Doctoral. Juan Garrido Gomez



Dulbecco's Modified Eagle's

COMPONENTE Medium (DMEM)
SALES INODRGANICAS
CaCl2«2H20 0.265
CuS04-5H20 —
Fe(NO3)3-9H20 0.0001
FeS04-TH20 —
KCI 04
| MgCI-EH20 —
 MgS04 0.09767
MNazZzHPO4 —
MaCl 6.4
MNaH2PO4 0.109
NaHCO3 37
ZnS04-TH20 —
AMINOACIDODS
Glycing 0.03
L-Alanine —
L-Arginine=HCI 0.084
L-Asparagine-H20 —
L-Aspartic Acid —
L-Cysling-2HCI 0.0626
L-Glutamic Acid —
L-Glutamine 0.584
L-Histidine=HCI-H20 0.042
L-Isoleucine 0.105
L-Leucineg 0.105
L-Lysine<HCI 0.146
L-Methionine 0.03
L-Phenylalanine 0.066
L-Praline —
L-Serine 0.042
L-Threonine 0.085
L-Tryptophan 0.016
L-Tyrosine+2Ma-2H20 0.10379
L-Valine 0.094
VITAMINAS
Choline Chloride 0.004
D-Pantothenic Acid+¥Ca 0.004
Faolic Acid 0.004
Hypoxanthine —
Linoleic Acid —
myo-Inositol 0.0072
Miacinamide 0.004
Pyridoxine-HCI 0.004
Riboflavin 0.0004
Thiamine=HCI 0.004
Thioctic Acid —
Thymidine —_
Vitamin B-12 —
OTROS
D-Glucose 4.5
Phenol Red-MNa 0.0159
Pyruvic Acid-Ma -
Putrescine-HCI —

Tabla 3: Composicién de los medios de cultivo celular DMEM. Valores
expresado en gr/litro de medio de cultivo.
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A la llegada de las muestras al laboratorio, éstas se lavaron dos veces en
solucion fisiolégica salina PBS (phosphated buffered saline), procediéndose a su
fragmentacion mecanica para obtener explantes de pequefio tamafio previamente a
su digestion. Después, los explantes de tejido se sometieron a digestion enzimatica
en solucion de colagenasa tipo | de Clostridium hystolyticum al 3% (Gibco BRL Life
Technologies, Karlsruhe, Alemania) durante seis a ocho horas a 37° C en agitacion.
Finalmente, las células aisladas fueron obtenidas mediante centrifugacion y
cultivadas en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal
(Sigma-Aldrich Co.) y antibiéticos (500 U/ml de penicilina G y 500 kg/ml de
estreptomicina) y antimicéticos (1,25 kg/ml de anfotericina B) en frascos de cultivo
tipo Falcon para generar cultivos celulares bidimensionales

El medio de cultivo se renovo cada tres dias. Una vez que las células
alcanzaron un estado subconfluente, los cultivos se tripsinizaron utilizando tripsina
(Sigma Aldrich. Ref T4799) y se subcultivaron en nuevos frascos de cultivo celular.
Todas las células empleadas en este trabajo pertenecieron a los primeros cuatro
subcultivos.

En los animales correspondientes al Grupo 4 de estudio, en los que se
utilizaran biomateriales con células madre mesenquimales ADSC en su interior, se
afadieron 10.000 células ADSC cultivadas por ml de gel de fibrina y agarosa justo
antes de inducir la gelificacion mediante adicién de calcio y la introduccién en los
tubos de colageno.

VARIABLES DEL ESTUDIO.

En cada animal, se recogeran periddicamente las siguientes variables:

- Parametros clinicos. Se estudio la presencia de ulceras neurotréficas y de
amputaciones o automutilaciones que aparecian en la pata problema de cada
animal. De manera, que en el caso de las Ulceras, se asignaron los siguientes
valores:

Valor 0: ausencia de Ulceras neurotroéficas.

Valor 1: Ulcera neurotréfica de tamafio < 2 mm.

Valor 2: Ulcera neurotrofica de tamafio > 2 mm.
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Al mismo tiempo, se valoré la presencia de amputaciones o
automutilaciones en la pata del animal, siendo imposible determinar su origen, es
decir, si fue autoinducido por el propio animal, o bien, si se trata de una amputacion
secundaria a la lesion nerviosa inducida previamente. De forma, que a se asignaron
los siguientes valores:

Valor 0: ausencia de amputacién/automutilacién

Valor 1: presencia de amputacion/automutilacion

Figura 45. Izquierda: Ulcera neurotréfica localizada en el talon de la extremidad
posterior izquierda del animal 5 del grupo tratado con conducto nervioso
relleno de suero heparinizado (grupo 1). Derecha: Amputacion/Automutilacion
de los dedos del borde externo de la pata izquierda del animal (grupo 1).

- Estado de recuperacion funcional motora. Se estimé la recuperacion motora de
la rata mediante el estudio de la Actividad Motora Espontanea (Ferrer et al., 1987).
Se introdujo al animal de experimentacion en el interior de una urna de metacrilato
de 26x29x36 cm y se midieron los movimientos, desplazamientos y elevaciones del
animal en el interior de la caja mediante detectores infrarrojos situados en dos
planos paralelos al suelo de la caja a distintas alturas (Figura 46).

La actividad motora espontanea se midi6 en 3 intervalos de 5 minutos cada
uno con el objetivo de detectar diferencias entre los distintos intervalos si los
hubiese. El estudio de actividad motora espontanea se realiz6 de forma reglada a las
17 hr del dia, con las mismas condiciones de iluminacion y temperatura con objeto
de evitar diferencias producidas por el ciclo circadiano del animal y las condiciones
ambientales.
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Figura 46. Estructura transparente de metacrilato que permite a los
detectores infrarrojos determinar la actividad motora espontanea del animal.
Detectores infrarrojos situados a dos alturas y conectados a un contador
digital.

- Estudio de la huella plantar. Las patas de cada animal se impregnaron de tinta
con el objetivo de dibujar sobre un papel continuo de 50 cm de longitud la silueta de
su huella y estudiar la longitud como indicador del grado de atrofia/retraccién
neurdgena de los musculos inervados por el nervio lesionado. De esta manera, se
obtuvo la longitud en milimetros entre la almohadilla plantar del talén del animal y el
2° dedo de la rata, o en caso de existir Ulceras neurotréficas o amputacion en ese
dedo, el siguiente dedo de mayor longitud.

Se impregnd la planta de las extremidades posteriores del animal con pintura
de color rojo en la pata problema (lzquierda) y de color azul la pata control
(Derecha). Se hizo andar al animal a través de un espacio cerrado lateralmente,
cuyo suelo estaba constituido por papel continuo y sin techo, lo que permitia
observar el comportamiento del animal (Figura 47).
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Figura 47: I1zquierda arriba Dispositivo para la medida de la longitud de la
huella plantar. Derecha arriba: Pintado de las patas traseras de la rata. Abajo:
Huella de larata 5 del grupo tratado con ADSC e hidrogel de fibrina-agarosa.
Detalle de la huella completa muy similar a la de la pata control. Longitud de la
huella problema de 40 mm. Longitud de la huella normal 41 mm.

- Estudio neurofisiolégico. Se realizaron estudios neurofisiologicos a cada
uno de los animales de experimentacion incluidos en el estudio. El estudio se realizd
a triple ciego, de manera que ni el explorador ni la persona que manejo6 los datos
sabia a qué grupo pertenecia cada animal. El evaluador realizé electromiografias de
los grupos musculares distales a la lesion:

- Biceps femoral

- Gemelos (gastrocnemius)

- Tibial Anterior

- Mdusculos intrinsecos de la pata/ Pedio.

Los signos de denervacidn se caracterizan, en general, por la presencia de
potenciales especificos y de signos de lesién axonal cronica, potenciales de unidad
motora de amplitud y duracion incrementada, polifasicos, con un patron de
interferencia aislado y el reclutamiento “reducido” o “disminuido”, las unidades
motoras remanentes tienen que descargar a una frecuencia mayor para generar
niveles adecuados de fuerza muscular. Se evaluaron los signos de denervacién
para cada grupo muscular y se pidié al explorador que asignase de forma
homogénea los siguientes valores:
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0 — ausencia de signos de denervacion

1 — presencia leve de signos de denervacion

2 — presencia moderada de signos de denervacion
3 — presencia severa de signos de denervacion

para cada uno de los grupos musculares evaluados en cada animal.

Al mismo tiempo, se evaluaron los signos de reinervacion de los mismos
grupos musculares. La reinervacion muscular genera unos potenciales muy
polifasicos de baja amplitud. Al proseguirse el crecimiento axonal, estos potenciales
son cada vez mas numerosos. Paralelamente, se hacen mas grandes y cada vez
menos polifasicos. De la misma manera que para la denervacién, se asignaron
valores para los signos de reinervacion de cada uno de los grupos musculares
explorados:

0 — ausencia de signos de reinervacion

1 - leve presencia de signos de reinervacion

2 — presencia moderada de signos de reinervacion
3 — importante presencia de signos de reinervacion

Figura 48: Técnica de
electromiografia. Puncion de
vientres musculares distales
alalesion. Izquierda:
Gemelos. Derecha: Tibial
Anterior.

- Estudio histolégico. Una vez sacrificados los animales, se les extrajo en
bloque el nervio desde su salida de la escotadura ciatica hasta su inclusién en el
interior de los vientres musculares, y los grupos musculares distales dependientes
de ese nervio para su anlisis ulterior, asi como el nervio y el musculo sanos
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contralaterales que servirian como controles. Los resultados histolégicos son la
media de los parametros estudiados en el conjunto de las muestras histologicas
pertenecientes a cada grupo de animales y para cada una de las cinco partes en que
se dividio el nervio lesionado del animal de experimentacién. Las mas de 1700
muestras obtenidas en total fueron evaluadas con microscopio 6ptico por el
doctorando y los directores de tesis del departamento de histologia.

Figura 49.

Arriba izquierda: técnica de fijacién mediante la perfusion intracardiaca de
formol o formaldehido dependiendo del tipo de técnica microscépica que se
utilizase para la muestra. Resto de imagenes muestran el aspecto
macroscoépico de los restos del conducto nervioso y los grupos musculares
distales alalesion unavez fijado el animal de experimentacion. Toma de
muestra del tejido para estudio histolégico.

Todas las muestras de tejido nervioso y muscular fueron procesadas para un
estudio histolégico mediante microscopia Optica. Los pasos llevados a cabo fueron
los siguientes para la preparaciéon de las muestras y su posterior visualizacion
mediante microscopia.

Fijacion: las muestras correspondientes a nervios periféricos control y los
conductos sintéticos de los distintos grupos, una vez extraidos del animal pasado el
periodo de seguimiento, fueron inmersos en una solucién de formalina al 10% en
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PBS 0,1M durante 24 horas a temperatura ambiente. Los musculos fueron colocados
en una solucion de formalina al 10% en PBS 0,1M durante 24 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente se cortaron las piezas histolégicas de forma macroscopica
y se realizé una nueva fijacion con una solucién de formalina al 10% en PBS 0,1M
durante 24 horas a temperatura ambiente durante 24 horas mas.

Inclusién en parafina: las muestras (tejido nervioso y muscular) fueron
lavadas en agua corriente y posteriormente fueron deshidratadas en
concentraciones ascendentes de alcohol (desde 70% hasta 99%). Una vez
deshidratadas fueron diafanizadas con xilol y, posteriormente fueron impregnadas en
parafina a 60°C (autotécnico SHANDON® Mod. Citadel 2000). La inclusién de las
piezas histoldgicas fue realizada en el centro de inclusién (MICROM® Mod. EC 350-
1).

Corte histolégico: las inclusiones correspondientes a los tejidos de estudio
fueron cortadas a 5 micras de espesor en el micrétomo (MICROM® Mod. HM315).
Las secciones fueron secadas en estufa a 60°C durante 1 hora.

A. Estudio morfoldgico: Tincion de hematoxilina-eosina.

Las secciones de tejido (muscular y nervioso) fueron desparafinadas y
deshidratadas deacuerdo al protocolo convencional (Kiernan JA, 2008).

Las secciones, una vez hidratadas, fueron colocadas en solucién de hematoxilina
de Harris durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizo el
viraje durante 3-5 minutos en agua corriente. Seguidamente, se realiz6 la tincion con
eosina durante 3 minutos a temperatura ambiente. Una vez tefiidas las muestras,
fueron deshidratadas en soluciones alcohdlicas de concentracion ascendente,
aclaradas en xilol y cubiertas con cubreobjetos en un medio resinoso.

B. Estudio histoquimico.

B.1. Tincion de Kluver-Barrera.

Las secciones de tejido nervioso obtenidas de los controles y de los
conductos sintéticos rellenos de distintos biomateriales, una vez realizados los
procesos estandarizados de hidratacién, fueron tefiidas en solucién de Luxol
fast blue al 0,1% durante 12 horas aproximadamente a 60°C.

Posteriormente, se realizo la diferenciacion con alcohol al 95% y carbonato de
litio al 0,05%. Una vez diferenciada la reaccion se realizé la contratincién en
solucion de cresil violeta (pH 3,5) durante 10 minutos a 57°C. Finalmente, se
procedié a la diferenciacion en alcohol al 95%, se deshidrat6é en alcohol al
99%, se aclaro en xilol y se monté en un medio resinoso (Kluver y Barrera,
1953).

B.2. Tincién de Picrosirius.
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Las secciones de tejidos, una vez hidratadas, fueron tefiidas en solucion de
Picrosirius durante 30 minutos a temperatura ambiente en agitacién continua.
Posteriormente, las secciones fueron lavadas en agua destilada, y tefiidas con
hematoxilina de Harris durante 10 minutos y viradas en agua corriente durante
3 minutos. Finalmente las muestras fueron deshidratadas en soluciones
alcoholicas de concentracion ascendente, aclaradas en xilol y montadas en un
medio resinoso (Junquera et al, 1979).

C. Estudio Inmunohistoguimico.
Para la realizacion de los métodos inmunohistoquimicos las secciones fueron
desparafinadas e hidratadas hasta el agua destilada, y posteriormente se
realizo la recuperacion antigénica en soluciéon de buffer citrato pH 6 a 95°C
durante 30 minutos. Cada uno de los pasos sucesivos fue seguido de
abundantes lavados en solucién de PBS 0,1M. Todas las incubaciones fueron
realizadas en camara humeda, evitando la desecacion de las secciones
histologicas. La actividad de la peroxidasa endoégena fue bloqueada en
solucion de peroxido de hidrogeno al 3% en PBS 0,1M durante 10 minutos a
temperatura ambiente. El bloqueo de los sitios antigénicos inespecificos fue
blogueado incubando las secciones durante 15 minutos a temperatura
ambiente en suero normal de caballo IMPRESS REAGENT® kit Peroxidase
MP-7500 Vector, Burlingame, CA, USA). En el caso de la laminina, se
requiere un desenmascaramiento con enzimas especificas, como se muestra
en la tabla de anticuerpos (Tabla 4). Las secciones fueron incubadas con el
anticuerpo primario diluido en PBS 0,1M con los tiempos que se detallan en la
tabla (Tabla 4). Después de la incubacion del anticuerpo primario, se
realizaron abundantes lavados en PBS 0,1M y se realiz6 la incubacién de las
secciones con el anticuerpo secundario con el sistema de polimero marcado
durante 30 minutos a temperatura ambiente (IMMPRESS REAGENT® kit
Universal anti-mouse/rabbit Ig MP-7500 Vector, Burlingame, CA, USA). La
reaccion fue visualizada incubando las seccién en NovaRED® (Vector,
Burlingame, CA, USA) y DAB® (PEROXIDASE SUBSTRATE kit DAB® SK-
4100 Vector, Burlingame, CA, USA). Después de la inmunotincion, las
secciones fueron contrastadas con Hematoxilina de Harris durante 20
segundos, deshidratadas en alcoholes ascendentes, aclaradas en xilol y
cubiertas con un medio resinoso (EUKITT®, Ziegel hofstraBe 214, Freiburg,
Alemania). Para cada inmunoreaccion se realizé como control negativo la
incubacion de la seccién en la solucién de bloqueo (IMMPRESS REAGENT®
kit MP-7500 Vector, Burlingame, CA, USA), omitiendo la incubacion del
anticuerpo primario. El control positivo se realizo utilizando tejidos en los
cuales la inmunoreaccion es conocida para cada anticuerpo.
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ANTICUERPO | PRETRATAMIENTO | DILUCION/TIEMPO | REFERENCIA
TEMPERATURA
Monoclonal Buffer citrato pH 6, 1:1000 PBS SIGMA L8271
rabbit anti- digestién enzimética Toda la noche
laminin en pepsina. 4°C
Policlonal rabbit | Buffer citrato pH 6 1:400 PBS 0,1M DAKO-7Z0311
antiS-100 30 minutos
Temperatura
ambiente
Mouse Buffer citrato pH 6 1:1000 PBS 0,1 M | SIGMA N 2912
monoclonal 1 hora
anti- Temperatura
neurofilamento ambiente

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en la técnicas inmunohistoquimicas. Se
especifica el pretratamiento al que se sometio el espécimen, el periodo y la
temperatura de aplicacion de los mismos y sus referencias especificas.

Todas las secciones histoldgicas, histoquimicas e inmunohistoquimicas una
vez procesadas fueron examinadas con el microscopio NIKON Mod. Eclipse
90i, y las imagenes fueron capturadas con la camara digital NIKON Mod. DXN
1200C, y finalmente, editadas con el software NIS Elements AR (Live-Fast).

Parametros histoléqgicos estudiados.

Con el objetivo de poder determinar la presencia de un proceso de
regeneracion y estudiar qué grado de regeneracion y como se produce el proceso a
través de los distintos conductos nerviosos utilizados en esta tesis doctoral, se
establecieron una serie de variables histolégicas. El estudio histolégico se realiz6 de
forma seriada y estandarizada para cada uno de los especimenes obtenidos.
Transcurridos los 3 meses desde el implante de cada uno de los conductos
nerviosos a los animales de cada grupo de estudio se sacrificaron cada uno de los
animales y se obtuvieron muestras de cada parte del nervio donde se aplicé el
conducto nervioso y del nervio control sano. Asi, se fragmento el nervio problema en
varias partes para su estudio pormenorizado y especifico (Figura 50):

- Nervio ciatico proximal a la lesién nerviosa donde se implant6 el
conducto nervioso.
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- Conducto nervioso, se diferenciaron tres zonas o partes:
Regidn o porcién proximal del conducto nervioso implantado, se trata
de la zona de interfase especifica donde se prevé el crecimiento de los
brotes axonales.
Region o porcién central del conducto nervioso implantado.
Region o porcién distal del conducto nervioso implantado.

- Nervio ciatico distal a la lesién nerviosa donde se implant6 el
conducto nervioso.

NERVIO CIATICO
PROXIMAL

CONDUCTO NERVIOSO:

- PORCION PROXIMAL
- PORCION CENTRAL
- PORCION DISTAL

Figura 50. Imagen de diseccién del nervio ciatico donde se implanté el
conducto nervioso tres meses después. Se representa las muestras obtenidas
de cada especimen de nervio periférico para su estudio.

Para cada una de las partes del nervio ciatico se realizd una descripcion
histomorfologica especifica de cada muestra mediante tinciones especificas que
permitieron valorar las siguientes variables. La descripcion que se hizo de cada
grupo de animales constituyen los hallazgos mas comunes a cada uno de ellos.
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Arquitectura histolégica del nervio. Mediante tincién con hematoxilina-eosina (en
adelante H-E) se determind la anatomia microscopica del nervio, la existencia de
regeneracion nerviosa, el diametro que ocupan los brotes axonales en el interior del
conducto nervioso implantado, el estado de degradacion de la pared del conducto
nervioso, la vascularizacion y, en los cortes longitudinales, la longitud de los brotes
axonales y si contactan o no con el otro cabo del nervio lesionado. (Kiernan JA,
2008)

Signos de degeneracidén walleriana. Se utilizaron las muestran tefiidas con H-E y
fue catalogada en ausencia o presencia leve, moderada o severa, segun los signos
de degeneracion existentes en cada espécimen. Cuando se interrumpe una fibra
nerviosa, el cabo proximal y el cabo distal del nervio lesionado sufren una serie de
cambios microscépicos que se conocen en su conjunto como degeneracion
walleriana. En la degeneracion walleriana, se distinguen tres fases segun las
alteraciones de la vaina de mielina; una fase temprana durante la primera semana,
una fase de Marchi durante la primera mitad de la segunda semana y una fase
sudanofilica hasta cerca de la mitad del segundo mes. En nuestro estudio, tan solo
observaremos los cambios que ocurren en la tercera fase o fase sudanofilica. A su
vez algunos autores hacen distincion entre los cambios ocurridos a nivel del cabo
proximal, llamada degeneracion walleriana retrégrada o primitiva, y los cambios
producidos a nivel distal, lamada degeneracion walleriana secundaria o
anterograda. En ambos casos ocurre una degradacion de la vaina de mielina con la
presencia de un infiltrado inflamatorio, casi exclusivamente a expensas de
macrofagos. Al mismo tiempo, existe una retraccion de la estructura nerviosa y la
presencia de edema intraneural que se organiza posteriormente dando lugar a
vacuolas. De manera paralela, se suele apreciar una infiltracién de tejido conectivo
gue serd mas o menos intensa en funcion de la evolucion de la lesién. En el cabo
proximal, se forman las Bandas de Biingner donde se incluye el axén para llevar a
cabo el crecimiento axonal. La degeneracidén axonal presente en cada muestra se
catalogé como leve, moderada o severa por el mismo examinador.

Inflamacion. Para ello también se utilizaron las muestras tefiidas con H-E. En este
caso, también se catalogd como ausencia o presencia leve, moderada o severa de
signos inflamatorios en cada muestra analizada.

Mielinizacion. El grado de mielinizacion fue determinado mediante la técnica de
kluver-Barrera y también se clasificé en ausencia o presencia, que puede ser: leve,
moderada o intensa (Kluver H y Barrera E, 1953).

Estado de la matriz extracelular del nervio periférico. Fundamentalmente para el
estudio del infiltrado de tejido conectivo en el tejido perineural e intraneural. Se
estudio la negatividad o la positividad de la matriz extracelular a la técnica de
picrosirius (en adelante P-S), y si esta era leve, moderada o intensa. De esta forma,
se pudo determinar la cantidad de fibras colagenas en funcion de la intensidad de
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tincién y la disposicién del tejido conectivo en el lumen del conducto nervioso
sintético alrededor de los brotes axonales.

Inmunohistoquimica. El analisis inmunohistoquimico se realiz6 de forma
cuantitativa analizando cada una de las muestras de cada una de las partes en las
gue se dividi6 el nervio lesionado, y determinando para cada anticuerpo utilizado
(tabla 4) la positividad o negatividad de la muestra histolégica a cada uno de ellos.
En caso de ser positivo, a su vez se distingui6 si la inmunorreaccion fue leve (+/+++),
moderada (++/+++) 0 severa (+++/+++). Los estudios inmunohistoquimicos
realizados fueron:

- Neurofilamento
- Laminina
- Proteina S100

Histologia del tejido muscular. Se tomaron varias muestras del tejido muscular
distal a la lesion. El tejido muscular utilizado de forma estandarizada para realizar
esta tesis doctoral fue el procedente del musculo gastrocnemius o gemelos. Por
altimo, se realizd un estudio histolégico de los masculos inervados por el nervio
ciatico en los cuales se determind:

- Grado de atrofia muscular.
Se determind el grado de atrofia muscular y se clasific6 en ausencia o
presencia leve, moderada o severa.

- Grado de infiltracion adiposa / tejido conectivo. Se evalué mediante
tincion con hematoxilina-eosina y picrosirius y se determind si existia o
no infiltracién y se era leve, moderada o severa.

ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa SPSS 15.0 (SPSS Inc.)
y estuvo orientado para encontrar diferencias entre los modelos de conducto
nervioso artificial elaborados con y sin biomateriales de fibrina-agarosa con y sin
ADSC utilizados para evaluar la regeneracion nerviosa en los distintos grupos de
estudio. Se optd por realizar un estudio estadistico no paramétrico.

En orden a realizar una comparacion general entre todas las muestras
(grupos 0 a 4), utilizamos el Test de comparacion de varias muestras independientes
de Kruskal-Wallis (K-W).

En orden a realizar comparaciones entre dos distribuciones independientes
(por ejemplo, para comparar entre dos dias o dos constructos diferentes) se utilizo el
Test estadistico de Mann-Whitney (M-W).

En todos los casos, se considerd que existian diferencias significativas
cuando los valores de P eran menores a 0,05 para los test de doble cola.
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RESULTADOS:
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RESULTADOS:

1.- Generacion de un modelo experimental de lesién de nervio periférico
en el que exista un defecto nervioso. En esta Tesis Doctoral hemos conseguido
desarrollar un modelo de lesion nerviosa periférica extensa (de un centimetro) y que
nos permita estudiar el proceso de reparacion nerviosa periférica con conductos
nerviosos sintéticos en cuyo interior se aplican células madre mesenquimales
procedentes de la grasa (ADSC) incluidas en biomateriales y las diferencias con
respecto a la ausencia de biomateriales y ADSC en la recuperacién del animal
medidas mediantes los distintos parametros descritos en el apartado de Material y
Métodos.

2.- Resultados de parametros clinicos.

En la mayoria de casos en los que se detectaron Ulceras neurotréficas
afectaban al borde externo de la pata del animal, tan s6lo en dos casos se aprecio la
afectacion del dedo més medial de la pata del animal. La figura 50 representa la
incidencia de Ulceras neurotroficas. Hay que destacar el descenso progresivo de la
incidencia relativa de Ulceras neurotréficas en los distintos grupos del estudio de
manera que en el grupo 0 la incidencia total de Ulceras es del 100%, descendiendo
hasta el 36% aproximadamente de incidencia en el grupo 2 y hasta el 10 % en el
grupo que incluye la presencia de células madre en el biomaterial del conducto
nervioso. A su vez, la incidencia de Ulceras de tamafio mayor de 2 mm es menor en
el grupo en el que se aplican biomateriales en el interior del conducto nervioso, y no
existen Ulceras de ese tamafo en el grupo en el que se emplean ADSC. Es
destacable la presencia de esas Ulceras de gran tamafio en el 25 % de las ratas a
las que no se les realiza ningun gesto de reparacién quirdrgica.

116
Tesis Doctoral. Juan Garrido Gomez



GRUPO O GRUPO 1

I Valor 0: ausencia de Glceras

I Valor 1: llceras <2 mm

I Valor 2: llceras > 2 mm
GRUPO 2 GRUPO 3

Figura 50: representacion grafica de la incidencia de Glceras neurotroficas (en
%) en los distintos grupos del estudio.

En ningln caso se aprecio una amputacion/automutilacion completa de la
pata del animal. De la misma forma, como se muestra en la tabla 4, se aprecia una
menor incidencia de amputaciones/automutilaciones en la pata intervenida en las
ratas a las que se implantan conductos nerviosos con biomateriales y conductos
nerviosos, que ademas de biomateriales, incluyen en su interior células madre
procedentes de la grasa (ADSC). De manera que, en el ultimo grupo, la presencia de
amputaciones/automutilaciones en las patas de las ratas es inexistente (0%). Sin
embargo, en la mitad de las ratas en las que se implanté un conducto nervioso
sintético relleno de suero heparinizado se detectaron amputaciones/automutilaciones
de la pata homolateral al nervio lesionado.

Grupo 0 Grupol Grupo 2 Grupo 3

Valor 0 (no) 50% 83% 91% 100%
Valor 1 (si) 50% 17% 9% 0%

Tabla 4. Incidencia relativa (en %) de automutilaciones o amputaciones en
los distintos grupos de estudio.
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El estudio estadistico mediante test no paramétricos para 2 muestras
independientes mostro que solo existian diferencias significativas en la incidencia de
Ulceras neurotrdficas entre el grupo de animales a los que no se les realizaba ningun
tratamiento posterior a la reseccion del nervio ciatico (grupo 0) y a aquellos animales
a los que se les implantaba un conducto nervioso relleno de biomateriales que
contenian ADSC (grupo 3) (cuya incidencia es menor), como se puede apreciar en la
tabla 5.

Valoresdep GrupoO Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
- 0,262 0,078 0,04
0,262 - 0,379 0,05
0,078 0,379 - 0,314
0,04 0,05 0,314 -

Tabla 5. Resumen de valores de p en el analisis no paramétrico realizado
para 2 muestras independientes sobre la variable Ulceras neurotréficas
(Test de Mann-Whitney).

En la tabla 6 se muestran los valores de p obtenidos en el estudio estadistico
mediante test no paramétricos para 2 muestras independientes que mostré que no
existian diferencias significativas entre los distintos grupos de estudio para la
incidencia de amputaciones en la pata del animal indistintamente del tipo de
tratamiento aplicado en cada caso.

Valores de p Grupo O
Grupo O

Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3

Tabla 6. Resumen de valores de p en el analisis no paramétrico realizado
para 2 muestras independientes sobre la variable
amputaciones/automutilaciones (Test de Mann-Whitney).

3.- Estado de recuperacion funcional motora.

Generalmente, durante el primer intervalo de tiempo el animal de
experimentacion presenta una mayor actividad motora espontanea que durante los
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dos intervalos posteriores, lo que se debe a la exploracién del animal en el nuevo
lugar donde se ubica, en este caso, una urna de metacrilato. De manera, que el
animal durante todo el estudio se movera de manera activa, pero en mayor cuantia
durante el primer intervalo. El hecho tangible de que exista dolor neuropatico,
anosognosia (ausencia de propiocepcion) asociado a las lesiones del nervio
periférico nos hace presuponer gque la actividad motora espontanea del animal
estara disminuida , y por tanto, la ausencia de regeneracion de las fibras amielinicas
que conducen el dolor, y fibras mielinicas que conducen la sensibilidad propioceptiva
hasta la médula espinal se traducira en un descenso de la actividad motora
espontanea tanto rapida como lenta.

En la tabla 7 se resumen los valores medios de la actividad motora
espontanea para cada grupo de estudio y para cada variable, a su vez se expresa la
desviacion estandar.

SMI  SM2  SM3  SSI  SS2  SS3  SRL SRz SR3

GRUPO 125,7 50,50 27,50 102 58,50 29 4,50 1,50 0,25
0 +18,46 +73,46 +32,33 +55,00 +55,04 +38,68 +2,88 +1,91 +0,5
GRUPO 151,08 85,17 23,75 137,33 90,75 37 517 2,25 0,08
1 +70,27 +75,52 +28,14 +44,33 +58,88 +29,40 +3,83 +3,38 +0,28
GRUPO 155,18 67,81 44,27 122,18 83,27 58,27 3,18 1,09 0,72
2 +74,44 +47,61 +30,47 +50,70 +43,24 +36,43 +3,18 +1,44 +1,50
GRUPO 107,80 116,10 46,40 108,60 137,30 69,20 0,7 2,90 0,8
3 +16,89 +22,49 +8,05 +9,26 +13,69 +9,78 +0,48 +2,33 +0,63
GRUPO 134,95 79,89 35,48 117,52 92,45 48,36 3,38 1,93 0,46
4 3,91 6,97 +3,11 +2,98 +4,69 +12,81 +0,50 +0,57 +0,5
FM1 FM2 FM3 FS1 FS2 FS3 FR1 FR2 FR3
GRUPO 133,50 48,25 10 402,75 130 92,5 0,75 15 0
0 +74,59 +55,24 +12,88 +160,10  +160,26 +92,09 +0,95 +1,91 +0
GRUPO 161,83 88 14,83 428,91 377,58 73,91 1,83 0,91 0,08
1 +120,67 +98,57 +17,71 +287,10  £516,85 69,30 +1,80 +1,56 0,28
GRUPO 253,45 57,18 36,63 285,72 142,09 107,18 1,54 0,54 0,18
2 +207,47 +53,12 48,51 +190,02 +88,40 +67,98 +1,96 +0,68 +0,40
GRUPO 44 130,6 23,40 220,3 378,1 122,4 1,10 0,7 0,70
3 +11,22 +34,42 +3,40 +13,41 +39,17 +10,65 +0,99 +0,48 +0,48
GRUPO 148,19 81,01 21,21 334,42 256,94 98,99 1,30 0,91 0,24
4 15,37 +4,08 +20,96 +11,44 +12,11 +25,70 +0,50 +0,5 +0

Tabla 7. A. Media y desviacidon estandar de los valores de actividad motora
espontanea (movimientos lentos) en cada uno de los intervalos de tiempo para
cada uno de los grupos de estudio. SM: slow movement. SS: slow slide. SR:
slow rise.

B. Media y desviacion estandar de los valores de actividad motora espontanea
(movimientos rapidos) en cada uno de los intervalos de tiempo para cada uno
de los grupos de estudio. FM: fast movement. FS: fast slide. FR: fast rise.
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En la tabla 8 se expresan los valores de p obtenidos mediante test no
paramétricos (U de Mann-Whitney) comparando las variables de actividad motora
espontanea para cada uno de los grupos de estudio.

Hay que destacar la ausencia de diferencias significativas entre el grupo 0
(animales a los que no se les repar6 el nervio ciatico) y el grupo 1 (animales a los
gue se les implantd un conducto nervioso), la implantacion aislada de un conducto
sintético de colageno no mejora la recuperacion funcional motora en los animales de
estudio.

Por otro lado, es de interés resefiar la existencia de diferencias significativas
entre el grupo 3 (animales a los que se les implantd un conducto nervioso con
biomateriales y células madre mesenquimales) y el grupo 4 (animales control no
intervenidos) en las variables SSM, FSM y SRM a favor del grupo 3. Se puede
visualizar como los valores medios de estas variables en el estudio son incluso
superiores a los animales control (animales sanos que no se sometieron a ninguna
cirugia).
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SSM SRM

0,058 0,862 0,379 0,684 0,77
0,177 0,571 0,412 0,753 0,851
0,04 0,304 0,733 0,374 0,839
0,029 0,486 0,029 0,029 0,2
SSM SRM

0,058 0,862 0,379 0,684 0,77
0,74 0,347 0,566 0,211 0,487
0,04 0,18 0,254 0,821 0,872
0,03 0,446 0,262 0,133 0,058
SSM SRM

0,177 0,571 0,412 0,753 0,851
0,74 0,347 0,566 0,211 0,487
0,251 0,973 0,282 0,251 0,605
0,056 0,343 0,489 0,01 0,12
SSM SRM

0,04 0,304 0,733 0,374 0,839
0,04 0,18 0,254 0,821 0,872
0,251 0,973 0,282 0,251 0,605
0,04 0,036 0,08 0,02 0,076
SSM SRM

0,029 0,486 0,029 0,029 0,2
0,03 0,446 0,262 0,133 0,058
0,056 0,343 0,489 0,01 0,12
0,04 0,036 0,08 0,02 0,076

Tabla 8. Valores de p en el analisis no paramétrico de las variables de actividad
motora espontanea. En amarillo se resaltan los valores de p<0,05, es decir, en

aguellas variables para las que existen diferencias significativas.
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Figura 51. Representacion en diagrama de barras de los valores medios de las

variables SMy FM (Slow movement y Fast movement) para cada uno de los

grupos de estudio con sus desviaciones estandar. Cada uno de los grupos se

representa con un color.
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Figura 52. Representacion en diagrama de barras de los valores medios de las

variables SSy FS (Slow Slide y Fast Slide) para cada uno de los grupos de
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estudio con sus desviaciones estandar. Cada uno de los grupos se representa
con un color.

(]
i

B Grupo 0

H Grupo 1

H Grupo 2
H Grupo 3

Grupo 4

SRM FRM

Figura 53. Representaciéon en diagrama de barras de los valores medios de las
variables SRy FR (Slow Rise y Fast Rise) para cada uno de los grupos de
estudio con sus desviaciones estandar. Cada uno de los grupos se representa
con un color.

4. Resultados del estudio de la huella plantar.

Se aprecia una tendencia ascendente de los valores medios en milimetros de
la huella plantar para cada grupo de estudio, de forma que se alcanza el maximo
valor de la huella en aquellos animales que no se han sometido a ninguna
intervencion. Por otro lado, la aplicacion de biomateriales mejora el tamafio de la
huella plantar, y a su vez, mejora ain mas con la inclusion de ADSC en el interior del
biomaterial, como se puede ver reflejado en la tabla 9y en la figura 54.
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LONGITUD | LONGITUD | LONGITUD | LONGITUD | LONGITUD DESV.
GRUPO | HUELLA 1 | HUELLA 2 | HUELLA 3 | HUELLA4 | HUELLAS5 | MEDIA |ESTANDAR
() 3,25 2,75 2,75 3 2,93 0,23
1 14,58 15,25 14,5 14 16 14,86 0,77
2 12,9 13,63 13,9 14,2 20 14,93 2,87
3 27,83 27,83 27 25,83 27,125 0,94

Tabla 9. Longitudes medias de cada huella plantar en cada uno de los
grupos de estudio. Media y desviacion estandar de la longitud de la huella
para cada uno de los grupos. Alguno de los animales dejaron 5 huellas en
el papel continuo que se utilizé para medir la huella plantar, no siendo
excluidos estos valores en el estudio.

40,00

35,00

30,00

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00

0 Grupo 0
B Grupo
M Grupo 2
M Grupo3

Grupo 4

Figura 54. Representacion en diagrama de barras de los valores medios de
la huella en cada grupo de estudio. Encima de cada barra se representa la
desviacion estandar con otra barra de color negro.

En la tabla 10, se expresan los valores de p obtenidos después de la
realizacion del analisis estadistico mediante test no paramétricos. Se puede
corroborar la diferencia entre cada uno de los grupos de estudio, sin embargo,
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también se confirma como la utilizacion del biomaterial no modifica el tamafio de
la huella cuando se emplea de forma aislada sin ADSCs asociadas con respecto

al conducto relleno de suero heparinizado.

GRUPO 0 GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4 r:;:: Es':::‘;'ar
GRUPO 0 - 0,00000 0,00000 0,00001 0,02900 | 2,94 0,23
GRUPO1  0,00000 - 0,05093 0,00000 0,00100 | 14,87 0,77
GRUPO 2  0,00000 0,05093 i 0,00188 0,00100 | 14,93 2,87
GRUPO 3  0,00001 0,00000 0,00188 - 0,02400 | 27,13 0,94
GRUPO4  0,02900 0,00100 0,00100 0,02400 . |365625 0,3

Tabla 10. Valores de p resultantes del andlisis estadistico llevado a cabo
para la variable longitud de la huella plantar. A la derecha los valores
medios y la desviacion estandar.

5.- Resultados neurofisioléqgicos.

Una vez explorados cada uno de los animales por el especialista en neurofisiologia

clinica se obtuvo la tabla 11, se trata de una tabla de valores cuantitativos

correspondiente al grado de denervacion y de reinervacion de cada uno de los
grupos musculares explorados.
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GRUPO DEN.BICEPS
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Tabla 11. Tabla de resultados del estudio electromiografico realizado a cada
animal. Se indican los valores asignados por el explorador para cada uno de
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los grupos musculares estudiados. REN: reinervacion. DEN: denervacion.
GEM: musculos gemelos. TIBANT: muasculo Tibial Anterior. PED: musculo
Pedio/ Intrinsecos de la pata.

Una vez se procesaron todos los datos se obtuvieron los valores medios y la
desviacion estandar de la denervacion y reinervacion de los grupos musculares de
cada uno de los grupos de estudio como se expone en la tabla 12 y 13

respectivamente.

Mediante histograma se representaron de forma independiente el grado de

denervacion y de reinervacion de cada grupo muscular (Figuras 55 y 56). Se aprecia
una mayor denervacion de todos los grupos musculares del grupo de animales

tratados sin ningun gesto de reparacion quirdrgica (grupo 0). Sin embargo, en el
resto de grupos musculares mas distales a la lesién no hay presencia de
reinervacion en ningun caso.
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DEN.BICEPS DEN.GEM DEN.TIBANT DEN.PED
MEDIA DESV.EST. MEDIA DESV.EST. MEDIA DESV.EST. MEDIA DESV.EST.
GRUPOO| 2,25 0,5 3,00 0,00 3,00 0,00 3,00 0,00
GRUPO1| 1,58 0,66 1,92 0,51 2,33 0,65 2,92 0,29
GRUPO 2 1 0,63 1,18 0,40 2,09 0,54 2,91 0,30
GRUPO 3 0 [} 0,80 0,63 1,90 0,74 2,60 0,52

Tabla 12. Tabla de medias aritméticas y desviaciones estandar de los valores
asignados en el estudio electromiogréafico distribuidos por grupos. REN:
reinervacion. DEN: denervacién. GEM: musculos gemelos. TIBANT: musculo
Tibial Anterior. PED: musculo Pedio/ Intrinsecos de la pata.

REN.BICEPS REN.GEM REN.TIBANT REN.PED
MEDIA DESV.EST. MEDIA DESV.EST. MEDIA DESV.EST. MEDIA DESV.EST.
GRUPOO| 0,25 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
GRUPO1| 0,92 0,29 0,58 0,51 0,00 0,00 0,00 0,00
GRUPO 2| 1,91 0,30 1,36 0,50 0,36 0,50 0,00 0,00
GRUPO3| 2,00 0,47 1,30 0,48 0,40 0,70 0,10 0,32

Tabla 13. Tabla de medias aritméticas y desviaciones estandar de los valores
asignados en el estudio electromiogréfico distribuidos por grupos. REN:
reinervacion. GEM: musculos gemelos. TIBANT: musculo Tibial Anterior. PED:
musculo Pedio/ Intrinsecos de la pata.

Cuando se utilizan conductos sintéticos que contienen suero heparinizado en
su interior (grupo 1), podemos observar cdmo el grado de denervacion es inferior al
grupo que no recibe ningun tipo de tratamiento del nervio lesionado (grupo 0), pero
sigue siendo, en lineas generales, bastante elevado. En cuanto a la reinervacion,
existe una ausencia absoluta de reinervacion de los muasculos tibial anterior y los
musculos del pié.

En cambio, la utilizacion de biomateriales (grupo 2) expresa la mejora del
grado de denervacion de los masculos estudiados, fundamentalmente a nivel
gemelar, donde existen diferencias significativas con respecto al grupo tratado
simplemente con conductos rellenos de suero. A su vez, en este grupo (grupo 2) se
aprecia una mejor reinervacion del biceps y gemelos que en el grupo 1, no
existiendo diferencias para los musculos mas distales.

Cuando se afladen ADSCs al biomaterial, el grado de denervacion de todos
los masculos disminuye en general, destacando la ausencia de signos de
denervacion en el biceps femoral en todos los animales de este grupo. Ademas, el
grado de reinervacién de todos los grupos musculares se incrementa muy levemente
con respecto a los animales tratados con biomateriales de forma aislada (grupo 2) no
existiendo diferencias significativas para ninguna de las variables de reinervacion.
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Sin embargo, se detectaron signos de reinervacion leve a nivel del Pedio en algun
caso aislado del grupo 3, fendmeno que no ocurrié en ninguno de los animales del
resto de grupos.

ESTADO DE REINERVACION DE LOS MUSCULOS
DISTALES A LA LESION EN LOS DISTINTOS GRUPOS.

Figura 55: Representacion en diagrama de barras del estado de reinervacion
de cada grupo muscular en funcion del tratamiento aplicado. En verde: Grupo
0. En azul: Grupo 1. En marrén: Grupo 2. En rojo: grupo 3.
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350 ESTADO DE DENERVACION DE LOS MUSCULOS
DISTALES A LA LESION EN LOS DISTINTOS GRUPOS.
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Figura 56: Representacion en diagrama de barras del estado de denervacion de
cada grupo muscular en funcién del tratamiento aplicado. En verde: Grupo 0.
En azul: Grupo 1. En marron: Grupo 2. En rojo: grupo 3.
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0
DEN.BICEPS DEN.GEM DEN.TIBANT DEN.PED REN.BICEPS REN.GEM REN.TIBANT REN.PEDIO
GRUPO 0
GRUPO 1 0,133 0,004 0,103 0,862 0,058 0,103 1,000 1,000
GRUPO 2 0,010 0,001 0,018 0,851 0,001 0,001 0,343 1,000
GRUPO 3 0,003 0,002 0,024 0,304 0,002 0,002 0,454 0,839
1
DEN.BICEPS DEN.GEM DEN.TIBANT DEN.PED REN.BICEPS REN.GEM REN.TIBANT REN.PEDIO
GRUPO 0 0,133 0,004 0,103 0,862 0,058 0,103 1,000 1,000
GRUPO 1
GRUPO 2 0,091 0,006 0,379 0,976 0,000 0,009 0,151 1,000
GRUPO 3 0,000 0,001 0,203 0,228 0,000 0,017 0,254 0,722
2
DEN.BICEPS DEN.GEM DEN.TIBANT DEN.PED REN.BICEPS REN.GEM REN.TIBANT REN.PEDIO
GRUPO 0 0,010 0,001 0,018 0,851 0,001 0,001 0,343 1,000
GRUPO 1 0,091 0,006 0,379 0,976 0,000 0,009 0,151 1,000
GRUPO 2
GRUPO 3 0,001 0,223 0,557 0,251 0,756 0,809 0,918 0,705
3
DEN.BICEPS DEN.GEM DEN.TIBANT DEN.PED REN.BICEPS REN.GEM REN.TIBANT REN.PEDIO
GRUPO 0 0,003 0,002 0,024 0,304 0,002 0,002 0,454 0,839
GRUPO 1 0,000 0,001 0,203 0,228 0,000 0,017 0,254 0,722
GRUPO 2 0,001 0,223 0,557 0,251 0,756 0,809 0,918 0,705
GRUPO 3

Tabla 14. Valores de p en el test estadistico no paramétrico (Test de Mann-
Whitney). Se resalta de amarillo los valores para los que existe significacién

estadistica (Valor de p< 0,05).

5. Resultados histolégicos.

NERVIO CIATICO NORMAL. CONTROL HISTOLOGICO.

Se observa cépsula de tejido conectivo, colageno y los elementos de origen
nervioso como nucleos de células de Schwann, axones de disposicion paralela,
vasos sanguineos y macrofagos con una disposicion homogénea. Ausencia total de
signos de degeneracion walleriana y de elementos inflamatorios. Se aprecian
nddulos de Ranvier en algunos cortes histoldgicos (figura 57).
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Figura 57. Imagen histolégica de nervio ciatico normal (control
histolégico). Tincion con HE. 20X. Flecha roja: célula de Schwann
de disposicion paralela al axdon. Flechas verdes: nddulos de
Ranvier en un corte longitudinal.

GRUPO 3: implante de conducto nervioso de colageno con ADSC vy
biomateriales de fibrina y agarosa.

Distinguiremos varias partes bien diferenciadas como se desbribié en el apartado de
material y métodos de esta Tesis Doctoral:

A. Nervio Ciatico proximal a la lesion.

Arguitectura histolégica (H-E): Se identifican claramente los elementos histoldgicos
del nervio periférico conservando su arquitectura microscoépica

Signos de degeneracién walleriana que catalogariamos como leves en algunas
muestras.

Inflamacién: No se observa reaccion inflamatoria en los componentes histologicos
estudiados.

Mielinizacion: El grado de mielinizacion estudiado mediante la técnica de Kluvert-
Barrera es moderado.

Matriz extracelular: Con el método de Picrosirius se aprecia una reaccion
histoquimica positiva y leve para fibras colagenas alrededor de cada fibra nerviosa
con una disposicion paralela al eje del nervio.
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B.Conducto nervioso proximal.

Arquitectura histolégica (H-E). Se observa la insercion del cabo proximal en la luz del
tubo conservando su estructura histoldgica, y en la porcién luminal del conducto
nervioso presenta brotes axonales de regeneracion que se continlan hasta el
interior del conducto. Vasos sanguineos en continuidad desde la porcion distal del
nervio lesionado hacia la luz del conducto nervioso (Figura 58).
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Figura 58. Se aprecia la interfase entre el tejido nervioso perteneciente al
cabo proximal y el tejido que comienza a regenerar en forma de brotes
axonales desde ese cabo hacia el interior del conducto nervioso. Tincién
con hematoxilina-eosina 20X.

Signos de degeneracion walleriana. Se aprecian mas signos de degeneracion
walleriana en la zona de interfase entre el cabo proximal y el frente de regeneracion
y estdn méas presentes conforme mas distal en dicho cabo proximal.

Inflamacion. En todos los casos se aprecian signos inflamatorios que se catalogan
como moderados en la pared del conducto nervioso con escasa degradacion de la
misma, acompafnado de algunas células gigantes multinucleadas de cuerpo extrafio.
Mielinizacion. El grado de mielinizacion estudiado mediante la técnica de Kluvert-
Barrera es moderado en el cabo del nervio proximal. En el tejido que regenera a
través del conducto nervioso se aprecia poca o0 ninguna mielinizacion. La mielina se
aprecia se aprecia de color azul celeste con una disposicion lineal a nivel del cabo
distal. En los brotes de regeneracion hay escasa reaccion positiva para mielina.
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Matriz extracelular. Se observa reaccion positiva y leve para colageno con la técnica
de PS manteniéndose la orientacion de las fibras. En la interfase se observa una
desorganizacion de las fibras colagenas envolviendo fasciculos de brotes axonales
hacia el sitio de regeneracion.

C. Porcién central del conducto nervioso.

Arquitectura histoldgica. A nivel central se aprecia un colapso de la estructura
tubular del conducto nervioso y degradacion moderada desde la pared externa. En el
centro se observan brotes de regeneracion nerviosa organizados en pequefios
fasciculos. En cuanto a la vascularizacion se observa un incremento de vasos con
un mayor diametro que en los cortes anteriores (Figura 59).

Signos de degeneracion walleriana. No hay signos de degeneracion walleriana.
Inflamacion. Se observa infiltrado inflamatorio moderado. No se aprecian células
gigantes multinucleadas.

Mielinizacién. No se observa reaccidn positiva para la tincion de K-B.

Matriz extracelular. Existe una reaccion positiva (+/+++) a Picrosirius dispuesta
alrededor de los fasciculos axonales.

Figura 59. Corte transversal del conducto nervioso a nivel central. Las
flechas indican los brotes de regeneracion axonal que ocupan una
posicion central en el conducto nervioso. Destacar la degradacion soélo
parcial del conducto nervioso y el colapso de laluz del conducto
nervioso.
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D. Porcion distal del conducto nervioso.

Arquitectura histol6gica. Se observa regeneracién nerviosa en la totalidad del
conducto nervioso (los brotes axonales llegan al cabo distal del conducto nervioso
sintético). Estos brotes axonales se disponen de forma paralela al cabo distal del
nervio lesionado, y so6lo penetran en el interior del cabo parcial algunos de ellos. El
resto de axones pasan de forma paralela al cabo distal del conducto nervioso.
acompafiados de vasos sanguineos. No signos de colapso del conducto nervioso
(Figura 60).

Signos de degeneracion walleriana. Presencia moderada de signos de
degeneracion.

Inflamacion. Presencia moderada de inflamacion con escasa presencia de células
gigantes.

Mielinizacion. Presencia de mielinizacion escasa.

Matriz extracelular. Intensa (+++/+++) reaccion para fibras coldgenas que se
encuentran organizadas en fibras paralelas y gruesas para la tincion con PS.
Elevada densidad de tejido conectivo que envuelve los brotes axonales en todo el
diametro del conducto.

Figura 60. La flecha indica los vasos sanguineos atravesando la pared
del conducto que esta adelgazada. Distribucién de los axones de forma
paralela al cabo distal del nervio lesionado. El asterisco muestra los
brotes axonales que llegan hasta la zona de interfase (linea discontinua)
y se introducen parcialmente en el cabo nervioso distal. H-E. 10X.
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E. Nervio ciatico distal a la lesion.

Arquitectura histolégica. Se mantiene la arquitectura histolégica normal del nervio
periférico. En algunas de las muestras, se observo regeneracion de brotes axonales
organizada en fasciculos y acompafnada de neovasos, a su alrededor se observa el
resto del nervio distal normal con signos de degeneracion intensa. En algunas
muestras, se ha visualizado la disposicion de los brotes axonales organizados en
fasciculos pero dispuestos alrededor del epineuro del nervio periférico, por tanto, la
regeneracion nerviosa no se ha llevado a cabo, como se propugné previamente a
través del nervio distal, es decir, que no se produce a su traves sino que busca otros
caminos (Figura 61).

Signos de degeneracion walleriana. Existen signos moderados de degeneracion
walleriana.

Inflamacion. Se observa escaso infiltrado inflamatorio y sin células gigantes, en la
mayoria de las muestras no se aprecia dicho infiltrado.

Mielinizacion. Reaccidn a la técnica de K-B negativa.

Matriz extracelular. Reaccion histoquimica intensa para las fibras de colageno en la
mayoria de las muestras de nervio ciatico distal examinadas. Se observa que las
fibras de colageno organizan los brotes de regeneracion en fasciculos.
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Figura 61. Izquierda: “collateral sprouting”: brotes axonales (colaterales) que
crecen del cabo nervioso proximal pero que llegan al mdsculo por otras vias
diferentes al nervio nativo. En esta figura se aprecian los brotes axonales de
disposicion paralela al cabo distal. A laizquierda de laimagen se ven los
brotes axonales y a la derecha el nervio degenerado, entre ambos, una capsula
de coladgeno que es el epineuro del nervio. Derecha: imagen de seccion
transversal de nervio ciatico mas distal al corte anterior una vez que se ha
ramificado el tronco principal en ramas mas pequefias para los vientres
musculares. No se demuestra la presencia de brotes axonales en el interior del
conducto nervioso, ni tampoco en la periferia. En este animal se aprecian
signos neurofisiolégicos de reinervacion, mejora de la huella plantar y
ausencia de ulceras neurotroficas.

136
Tesis Doctoral. Juan Garrido Gomez



GRUPO 2: implante de conducto nervioso de colageno con
biomateriales de fibrina y agarosa.

A. Nervio ciatico proximal.

Arquitectura histolégica. Se encuentra conservada la estructura histolégica normal
del nervio.

Signos de degeneracion walleriana. Escasa.

Inflamacion. No signos de inflamacién en las muestras observadas.

Mielinizacion. Presencia de una reaccion histoquimica a mielina intensa con la
técnica de KB.

Matriz extracelular. Se observa una reaccion positiva a PS que se cataloga como
moderada con organizacion paralela en fibras gruesas.

B. Conducto nervioso proximal.

Arquitectura histolégica. Se observa la pared del conducto nervioso integro y la
insercion del nervio proximal en el lumen del conducto nervioso. No hay colapso de
la luz del tubo. Alta presencia de brotes axonales hacia el interior del conducto
nervioso, que no cubre la totalidad del didmetro del conducto encontrandose
rodeada por tejido conectivo de tipo laxo muy vascularizado adoptando los brotes
axonales una disposicion conica (Figura 62).

Signos de degeneracion walleriana. Escasa.

Inflamacion. Infiltrado inflamatorio moderado con presencia de células gigantes.
Mielinizacion. Presencia escasa de signos de mielinizacion con la tincion de KB en el
cabo proximal del interior del tubo.

Matriz extracelular. Positividad moderada a la técnica de PS. Disposicion paralela de
las fibras colagenas. En la interfase de la mayoria de las muestras (8/12) se observa
una desorganizacion de las fibras colagenas envolviendo fasciculos de brotes
axonales hacia el sitio de regeneracion.
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Figura 62. Cortes histologicos longitudianales de conductos nerviosos. A la
izquierda, se muestra conducto nervioso relleno de biomateriales de fibrinay
agarosa. Se muestra la distribucion conica del frente de crecimiento de los
brotes axonales. Técnica de H-E. 4X. A la derecha, se muestra conducto
nervioso relleno de biomateriales y ADSC. Destaca la distribucién cilindrica de
los brotes axonales alo largo del conducto nervioso que casi toman contacto
con el cabo nervioso distal. Técnica de picrosirius. 4X.

C. Conducto nervioso central.

Arquitectura histolégica. Se observa en la porcion central del conducto nervioso un
frente de brotes axonales rodeadas por tejido conectivo laxo muy vascularizado. No
se observa colapso de la luz. Los brotes ocupan en algun caso hasta un 20% del
diametro total del conducto nervioso, en muchos casos es inferior y la disposicion de
los brotes es afilada (conica). No se observa degradacion tubular en ningin caso.
Signos de degeneracién walleriana. Ausencia de signos.

Inflamacion. Presencia abundante de signos inflamatorios con células gigantes
multinucleadas en la mayoria de las muestras.

Mielinizacion. Presencia escasa de reactividad para la mielina mediante la técnica de
KB.

Matriz extracelular. Positividad moderada a la técnica de PS. Gran cantidad de tejido
conectivo laxo que envuelve los brotes axonales; el tejido conectivo se encuentra
organizado de forma paralela a los brotes axonales.

D. Conducto nervioso distal.

Arquitectura histologica. En la mayoria de los casos no se aprecia continuacion de
los brotes axonales, no hay signos de regeneracion axonal. Destaca la presencia de
un tapon de tejido adiposo entre el frente de regeneracion axonal y el cabo distal del
nervio lesionado. No colapso de la luz del conducto nervioso. Gran cantidad de
tejido conectivo denso alrededor del conducto nervioso (Figura 63).
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Signos de degeneracion walleriana. Ausencia.

Inflamacion. Signos inflamatorios catalogados como moderados-abundantes.
Presencia abudante de células gigantes multinucleadas.

Mielinizacion. Escasa reactividad a la tincion con KB (+/+++).

Matriz extracelular. Abundante presencia de tejido conectivo laxo dispuesto

conjutamente al tejido graso entre el cabo distal del nervio y el frente de brotes
axonales.
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Figura 63. Seccion longitudinal del conducto nervioso distal y cabo distal del
nervio ciatico seccionado. Flechas azules indican brotes axonales procedentes
del cabo proximal. Flechas rojas indican brotes axonales que crecen pegados
a la pared del conducto nervioso y que contintan por la pared del conducto
nervioso sin contactar con el cabo distal. Asterisco indica fibrosis epineural en
un nervio ciatico distal con signos severos de degeneracion walleriana. Se
aprecia un infiltrado de tejido adiposo que se interpone entre el cabo distal y el
frente de regeneracién axonal. 4X. H-E.

E. Nervio ciatico distal.

Arquitectura histoldqgica (Figura 63). Engrosamiento capsular epineural intenso.
Aumento del tejido conectivo.

Signos de degeneracion walleriana. Abudantes signos de degeneracion walleriana
Inflamacion. No hay signos de infiltrado inflamatorio

Mielinizacion. Ausencia de mielina.
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Matriz extracelular. Gran cantidad de tejido conectivo infiltrado en el interior del cabo
distal del nervio lesionado. Desestructuracion de la arquitectura del nervio y colapso
de los fasciculos.

GRUPO 1: implante de conducto nervioso sintético relleno de suero
heparinizado.

A. Nervio ciatico proximal.

Arquitectura histolégica. Se aprecia una regeneracion nerviosa muy escasa y
ademas muy dispersa. La pared del conducto nervioso no presenta degradacion
(Figura 64).

Signos de degeneracién walleriana. Signos muy severos, sobre todo en la zona de
anastomosis.

Inflamacion. Si escasa. Ausencia de células gigantes multinucleadas.
Mielinizacion. Intensidad alta de la mielina con la tincion de KB.

Matriz extracelular. Se observa una reaccion positiva a PS que se cataloga como
moderada con organizacion paralela en fibras gruesas.

B. Conducto nervioso proximal.

Arquitectura histolégica. La arquitectura histoldgica se encuentra conservada. Este
presenta un aumento importante de la degeneracion walleriana en la zona de
anastomosis. En relacion a la capsula del nervio ciatico se ve engrosada y
desorganizada. Los brotes axonales se observan dispersos y desorganizados en la
porcion proximal rodeados por matriz extracelular presentando zonas de
degeneracion (Figura 64).

Signos de degeneracion walleriana. Signos severos de degeneracion.

Inflamacion. Presencia de signos abundantes de proceso inflamatorio. Presencia de
células gigantes.

Mielinizacion. Reaccion a la mielina moderada.

Matriz extracelular. En el interior del conducto proximal hay tejido conectivo de
caracter laxo con reaccion moderada para el método de picrosirius. No se observa
una integracion entre la matriz extracelular generada en el interior del tubo y la pared
tubular.
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Figura 64. Seccién longitudinal del conducto nervioso proximal con el cabo
nervioso proximal desprendido. Se visualizan los brotes de regeneracion
axonal (asterisco) distribuidos en el diametro del conducto nervioso y que se
afilan conforme se adentran en el conducto nervioso adoptanto una
distribucién cénica o triangular. Se aprecia el infiltrado de tejido conectivo que
envuelve alos brotes axonales (flecha verde). 10X. HE.

C. Conducto nervioso central.

Arguitectura histologica. Ausencia de tejido nervioso de regeneracion en el interior
del conducto nervioso, solamente se aprecia tejido conectivo laxo (Figura 64)
Signos de degeneracion walleriana. Ausencia de signos de degeneracion.
Inflamacion. Ausencia de infiltrado inflamatorio.

Mielinizacion. Ausencia de reaccion a la técnica de KB.

Matriz extracelular. Gran cantidad de tejido conectivo laxo rica en vasos. Escasos
brotes de regeneracion axonal cerca del extremo proximal del nervio lesionado.

D. Conducto nervioso distal.

Arquitectura histologica. Ausencia de tejido nervioso de regeneracion en el interior
del conducto nervioso, solamente se aprecia tejido conectivo laxo. Colapso del tubo
en algunas muestras.

Signos de degeneracién walleriana. Ausencia.

Inflamacion. No infiltrado inflamatorio.
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Mielinizacion. Ausencia de reaccion a la técnica de KB.
Matriz extracelular. Gran cantidad de tejido conectivo laxo rica en vasos. Escasos
brotes de regeneracion axonal cerca del extremo proximal del nervio lesionado.

E. Nervio ciatico distal.

Arquitectura histolégica. Se mantiene la arquitectura normal del nervio ciatico.
Signos de degeneracién walleriana. Intensa degeneracién walleriana en el cabo
distal del nervio lesionado (Figura 65).

Inflamacion. Infiltrado inflamatorio abundante.

Mielinizacién. Ausencia de mielinizacion.

Matriz extracelular. Aumento de las fibras colagenas laxas. Engrosamiento de la
capsula del nervio.

Figura 65. Seccién longitudinal de conducto nervioso sintético. Asterisco
muestra el infiltrado de tejido conectivo laxo muy denso que se aprecia en el
lumen del conducto nervioso sintético que se continta hasta el cabo nervioso
distal (almohadilla a la derecha de laimagen). Entre el tejido conectivo y el
cabo nervioso distal se aprecia un infiltrado de tejido adiposo (flecha) que
envuelve al nervio. 4X. HE.
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Grupo 0 (CONTROL 1). Lesién del nervio ciatico sin gesto de reparacion
quirdrgica.

A. Cabo nervioso proximal.

Arquitectura histologica. Se conserva la arquitectura normal del nervio. Crecimiento
de brotes axonales rodeados por gran cantidad de tejido conectivo.

Degeneracion walleriana. Signos muy abundantes de degeneracion walleriana.
Inflamacion. Infiltrado inflamatorio severo con algunas células multinucleadas (Figura
66).

Mielinizacion. Se aprecian reaccion moderada a la técnica de KB.

Matriz extracelular. Infiltrado abundante de tejido conectivo tanto en el epineuro

como en el perineuro del nervio lesionado.
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Figura 66. Corte histolégico del neuroma hallado en el cabo nervioso proximal.

Se aprecian los brotes de regeneracion axonal inmersos en tejido conectivo
con un importante infiltrado inflamatorio y signos severos de degeneracion
walleriana. 10X. HE.
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B. Cabo nervioso distal.
Arquitectura histolégica. Se conserva la arquitectura normal del nervio. Importante
retraccion del cabo nervioso distal. Severo engrosamiento del epineuro.
Degeneracion walleriana. Signos muy abundantes de degeneracion walleriana.
Inflamacion. Ausencia de infiltrado inflamatorio.
Mielinizacién. No hay reaccion a la técnica de KB.
Matriz extracelular. Infiltrado abundante de tejido conectivo tanto en el epineuro
como en el perineuro del nervio ciatico distal.

INMUNOHISTOQUIMICA.

Los resultados inmunohistoquimicos se dividieron en funcién del tipo de anticuerpo
aplicado en cada caso.

A. NEUROFILAMENTO (Tabla 15).

El patron encontrado es un patron citoplasmatico, puesto que el sistema de
transporte axonal de la neurona se ubica en el citoplasma de forma principal. En la
mayoria de las muestras se demuestra una irregularidad de la estructura axonal. La
orientacion de las fibras es paralela, salvo en la porcién central y distal del conducto
nervioso, donde las fibras adoptan una disposicibn mas caprichosa y se distribuye de
una forma heterogenea.
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N.C.
PROXIMAL

N.C. DISTAL

Figura 67. Esquema representativo de la division realizada en el nervio
periférico problema para determinar los resultados para cada uno de los

grupos.

NEUROFILAMENTO

NG CONDUCTO | CONDUCTO | CONDUCTO NG
o NERVIOSO | NERVIOSO | NERVIOSO o
PROXIMAL | bROXIMAL | CENTRAL DISTAL DISTAL
CONTROL (ervio | 4 4 iy gt | dbbfitt | bbbt | 4/t | A/t
ciatico sano)
GRUPO 1 (conducto
nervioso con suero ++/+++ +/+++ -[+++ -[+++ +/+++
heparinizado)
GRUPO 2 (conducto
nervioso con ++/+++ ++/+++ +/+++ +/+++ +/+++
biomateriales de FA)
GRUPO 3
(conducto nervioso | pyy by | g fp4t 4+ 4+ 4+

con biomateriales y
ADSC)

Tabla 15. Resultados de la reaccion inmunohistoquimica de los anticuerpos
anti-neurofilamento a las muestras histolégicas obtenidas del nervio ciético
problema de cada uno de los animales de los grupos de estudio (-/+++:
ausencia de reaccion; +/+++, reaccion leve; ++/+++ reacciéon moderada;
+++/+++ reaccion intensa).
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B. PROTEINA S100 (Tabla 16).

En este caso, el patron de tincion es citoplasmatico y nuclear de las células de
Schwann. Generalmente, la disposicion de las fibras es paralela en la mayoria de las
muestras analizadas y orientadas hacia la porcion distal del conducto nervioso.

PROTEINA S100

N C. CONDUCTO | CONDUCTO | CONDUCTO N.C.
PROXIMAL | NERVIOSO | NERVIOSO | NERVIOSO DISTAL
PROXIMAL | CENTRAL DISTAL
CONTROL (nervio | 4 4 Lis bt | bbb/t | bbbt | bttt |ttt
ciatico sano)
GRUPO 1 (conducto
nervioso con suero ++/+++ ++/+++ | [ ++/+++ ++/+++
heparinizado)
GRUPO 2 (conducto
nervioso con ++/+++ | [ | A | A+ +/+++
biomateriales de FA)
GRUPO 3
(conductonervioso | 4 L Lyy g | b [ 4+ |+ | A +/+++

con biomateriales y
ADSC)

Tabla 16. Resultados de la reaccion inmunohistoquimica de los anticuerpos
anti-S100 a las muestras histoldgicas obtenidas del nervio ciatico problema de
cada uno de los animales de los grupos de estudio (-/+++: ausencia de
reaccion; +/+++, reaccion leve; ++/+++ reaccion moderada; +++/+++ reacciéon

intensa).

C. LAMININA (Tabla 17).

El patrén encontrado en este caso es extracelular, puesto que la membrana
basal de la neurona se encuentra dispuesta alrededor del cilindroeje. En el caso de
los nervios ciéticos proximales de los tres grupos existe una degradacion de la
membrana basal y un colapso que se dibuja en la mayoria de las tinciones de los
tres grupos. Destacar que la Laminina en el conducto nervioso central y distal se
encuentra presente en los conductos nerviosos que presentan biomateriales en su
interior, y de forma moderada en los que ademas contienen ADSC en su interior.
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LAMININA
NG CONDUCTO | CONDUCTO | CONDUCTO NG
o NERVIOSO | NERVIOSO | NERVIOSO -
PROXIMAL | bROXIMAL | CENTRAL DISTAL DISTAL
CONTROL (nervio | | it | b/t | b/t | bt | ottt
ciatico sano)
GRUPO 1
(conductonervioso | 4y 4/tit | H/+++ +H+++ [+ [+
con suero
heparinizado)
GRUPO 2
(conductonemvioso | 4 4 Lyy by | /bt | b+ |+ -+
con biomateriales
de FA)
GRUPO 3
(Conducto Nervioso | 4 4 4yy 4t | [+ | b4+ | +/+++
con biomateriales y
ADSC)

Tabla 17. Resultados de la reaccion inmunohistoquimica de los anticuerpos
anti-laminina a las muestras histolégicas obtenidas del nervio ciatico problema
de cada uno de los animales de los grupos de estudio (-/+++: ausencia de
reaccion; +/+++, reaccion leve; ++/+++ reaccion moderada; +++/+++ reaccién

intensa).
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Figura 68. Resumen de cortes histolégicos mas representativos con
Hematoxilina-Eosina (HE) para cada region del nervio lesionado en cada uno
de los grupos de estudio. De arriba abajo, grupo 3 (ADSC con biomateriales),
grupo 2 (biomateriales) y grupo 1 (suero heparinizado).
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Figura 69. Resumen de cortes histol6gicos mas representativos con la técnica
de Kluvert-Barrera (KB) para cada region del nervio lesionado en cada uno de
los grupos de estudio. De arriba abajo, grupo 3 (ADSC con biomateriales),
grupo 2 (biomateriales) y grupo 1 (suero heparinizado).
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Figura 69. Resumen de cortes histol6gicos mas representativos con la técnica
de Picrosirius (PS) para cada region del nervio lesionado en cada uno de los
grupos de estudio. De arriba abajo, grupo 3 (ADSC con biomateriales), grupo 2

(biomateriales) y grupo 1 (suero heparinizado).
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Figura 71. Resumen de cortes histolégicos mas representativos de la reaccion
histoquimica a Neurofilamento (NFL) para cada region del nervio lesionado en
cada uno de los grupos de estudio. De arriba abajo, grupo 3 (ADSC con
biomateriales), grupo 2 (biomateriales) y grupo 1 (suero heparinizado).
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Figura 73. Resumen de cortes histolégicos mas representativos de la reaccion
histoguimica a Laminina (LAM) para cada region del nervio lesionado en cada
uno de los grupos de estudio. De arriba abajo, grupo 3 (ADSC con
biomateriales), grupo 2 (biomateriales) y grupo 1 (suero heparinizado).

HISTOLOGIA DEL TEJIDO MUSCULAR.

La descripcién histologica de los hallazgos visualizados son practicamente
iguales en los tres grupos de estudio. Salvo en el grupo de animales tratados con
biomateriales biocompatibles y ADSC, donde se aprecian algunas diferencias
puntuales en algunas de las muestras estudiadas, que de forma general no se
pueden considerar significativas con respecto al resto de grupos.
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El grado de atrofia muscular observado es muy severa en los tres grupos de
estudio, en una escala que incluye leve, moderada o severa. A su vez, el grado de
fibrosis muscular es ligeramente superior en el grupo donde se aplican sélo
conductos nerviosos sintéticos comercializados rellenos de suero heparinizado. Sin
embargo, en el grupo donde se utilizan biomateriales con y sin ADSC, el grado de
infiltracion de tejido conectivo es inferior (moderado), pero semejante entre ambos.

Figura 74. Secciones transversales de musculos del animal de
experimentacion pertenecientes a grupos musculares que se ubican distales a
la zona de lesion, generalmente gastrocnemios. Se dispone en primer lugar un
corte transversal ampliado (20X) de la histologia normal de un musculo
esquélético del animal de experimentacion (control positivo). A continuacién
secciones transversales a menor aumento de muestras representativas de
cada uno de los grupos (10X).
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DISCUSION.
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Las lesiones nerviosas agudas tienen una etiologia comun en la mayor parte
de los casos. Son lesiones graves, que no comprometen la viabilidad de la
extremidad afecta, pero si pueden comprometer la funcionalidad del miembro afecto
y limitar las actividades del sujeto que las sufre, generando en un porcentaje elevado
de casos, una minusvalia fisica, que se asocia a una serie de secuelas psicoldgicas,
no solo por las limitaciones del sujeto, sino también por el dolor crénico, que a veces
perdura en estos pacientes. En Estados Unidos, las lesiones del nervio periférico
afectan al 2,8% de los pacientes que sufren un traumatismo de cualquier tipo (Noble
et al., 1998), existiendo alrededor de 200.000 personas al afio con una lesion
nerviosa periférica en miembro superior. En Europa, las cifras son ain mayores, se
estima una incidencia de 300.000 casos nuevos por afio englobando todos los
pacientes de la Unién Europea (Ichiara et al, 2008). Todo ello, supone unos
8.648.000 dias de baja laboral y 4.916.000 dias de ocupacion de cama hospitalaria
por parte de estos pacientes. Ademas, a todo ello habria que sumar los problemas
derivados de la gran cantidad de secuelas motoras y sensitivas que se asocian a
estas lesiones (Kelsey et al 1997). De forma comun, los autores consultados
expresan que es imposible medir el coste que supone para un sistema de salud
(publico o privado), pero que de cualquier manera esté infravalorado, puesto que el
namero de pacientes que sufren estas lesiones es elevado y la cronicidad de la
mayoria de los procesos hace que la necesidad de tratamientos (médicos y
quirurgicos) se prolongue de forma ilimitada en el tiempo. Ademas del coste
econdmico, habria que afadir la merma permanente que genera en el paciente y en
la familia del paciente las lesiones nerviosas, ya que generalmente, son pacientes
gue asocian trastornos adaptativos antes las limitaciones que sufren.

La alta incidencia de estas lesiones se debe fundamentalmente a que los
nervios periféricos son estructuras que se disponen en planos anatomicos
superficiales, lo que los hace especialmente vulnerables a agentes externos. Los
principales mecanismos lesionales son las heridas incisas, traumatismos cerrados,
traccion, isquemia prolongada, quemaduras, congelaciones, radiacion, lesiones
eléctricas, vibracion sostenida en el tiempo (Campbell et al, 2008). Las laceraciones
del nervio, producidas por cristales, cuchillos, ventiladores, sierras, etc, son el tipo de
lesion mas frecuente, que se corresponden con lesiones grado IV o V de
Sunderland, y que a veces se asocian a defectos nerviosos que precisan realizar
alguna técnica de “puenteo” de este defecto (Stanec et al, 1997). También hay que
incluir todas aquellas enfermedades sistémicas que afectan a los nervios periféricos
en forma de mononeuritis (por ejemplo la Enfermedad de Churg Strauss) o
polineuritis (por ejemplo la Neuropatia Diabética) (Kararizou et al, 2011).

La mayor parte de lesiones nerviosas se localizan en el miembro superior,
aproximadamente un 75,3% de los casos, ademas, el nervio que mas cominmente
se lesiona es el nervio cubital, bien de forma aislada o bien se combina la lesién con
otro nervio, que suele ser el nervio mediano (Stanec et al, 1997).
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Historicamente, las lesiones de los nervios periféricos han sido consideradas
de mal pronéstico, por un lado por el desconocimiento de los mecanismos de
regeneracion nerviosa, que aun hoy dia siguen sin conocerse en profundidad, y por
otro, por el mal pronéstico funcional que asocia cualquier gesto de reparacion por
parte del cirujano, probablemente por la primera causa descrita. En esta Tesis
Doctoral se hace una descripcién histolégica pormenorizada de los hallazgos
encontrados en el proceso de regeneracion nerviosa en los animales de
experimentacién sometidos a diferentes tratamientos, lo que nos ha permitido
aportar una serie de conclusiones para conocer y comprender mejor el proceso de
regeneracion nerviosa, y de esta forma, desarrollar nuevas técnicas de Ingenieria
Tisular para favorecer el proceso de reparacion.

Han sido muchos los autores que a lo largo de la historia han intentado revelar
la clave del proceso de regeneracion y muchos mas los que han intentado tratar las
lesiones nerviosas mediante el implante de otros tejidos, siendo el resultado
bastante pobre en la mayoria de los casos. Herofilo en el siglo 11l a.C. diferencio los
nervios disecandolos a partir de la médula espinal. Hasta ese momento tendones,
ligamentos y nervios se englobaban en el mismo ente llamado en conjunto neuron.
Galeno habia considerado las lesiones nerviosas irreparables, y la actitud médica
gue se recomendaba era la abstencién terapéutica. La primera sutura nerviosa que
se describe en la historia es la realizada por Guy de Chauliac (1300-1370). En 1880,
Gluck intent6 tratar el defecto nervioso con hueso decalcificado (Taras et al, 2005).
Una década después, Buenger interpuso la arteria braquial de un cadaver para
reparar las lesiones del nervio ciatico en un modelo canino (Taras et al, 2005).
Formatti y Nageotte usaron vena en lugar de arteria, obteniendo de la misma manera
un resultado infructuoso. Como ocurre a lo largo de la historia, el mayor avance del
conocimiento de las lesiones nerviosas tuvo lugar a partir de la Primera y Segunda
Guerra Mundial. Los patrones de los procedimientos modernos de reparacion
nerviosa fueron asentados por Seddon y Woodhall durante la Segunda Guerra
Mundial. Posteriormente, Sunderland describié pormenorizadamente los detalles de
la microarquitectura de los nervios periféricos que nos permitirian mejorar los
procesos de reconstruccion y regeneracion de los grupos fasciculares (Brushart,
1999). A lo largo de estos afos, son muchos los autores que han intentado
establecer un modelo de tratamiento para este tipo de lesiones a partir de tejidos
alogénicos y autogénicos sin éxito, salvo en el caso de los injertos nerviosos
autdlogos que en este momento constituyen el gold estandar del tratamiento de las
lesiones nerviosas periféricas con defecto, aunque sus resultados clinicos son
controvertidos e insuficientes (Taras et al, 2005; Pabari et al, 2009; Johnson et al,
2008; Campbell et al, 2008).

A pesar de los grandes avances tecnoldgicos que se han producido en los
ltimos afios en el campo de la microcirugia, aun no se ha encontrado una solucion
definitiva a las lesiones de los nervios periféricos. Hasta el momento, se han
propuesto multiples posibles soluciones al problema pero ninguna de ellas es
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satisfactoria en cuanto a resultados. La mas usada hoy dia, como se indicé
previamente, es el sacrificio de un nervio sensitivo sano de una zona vecina de la
economia corporal para interponer un injerto fascicular entre los cabos del defecto
nervioso, pero los resultados no son completamente satisfactorios, puesto que la
regeneracion de un nervio motor a través de un nervio sensitivo es incompleta e
insatisfactoria, el tejido nervioso donante para hacer el injerto es limitado, a lo que
hay que afadir el severo inconveniente de sacrificar un nervio sano que va a
producir secuelas en la zona donante (Campbell, 2008; Taras et al, 2005, 2006;
Pabari, 2009; Walsh, 2009; Apel et al, 2008). Los axones normalmente entran en los
injertos de forma aleatoria, por tanto, aquellos axones que interaccionan con una via
emparejada del otro extremo del nervio lesionado es mas probable que se produzca
la sinapsis con el tejido adecuado. Se produciria el contacto de los conos de
crecimiento del nervio lesionado con el tubo endoneural del injerto que estaria
“‘desocupado” de axones, y de esa forma se favoreceria la regeneracion nerviosa.
Aquellos axones que no se hubiesen emparejado satisfactoriamente con el tubo
endoneural correspondiente a su fasciculo perderian su soporte tréfico y se
retraerian (Myckatyn and Mackinnon, 2004).

Cuando no existe defecto o “gap” entre ambos extremos del nervio lesionado el
tratamiento de eleccion es la sutura nerviosa termino-terminal sin tension. Por el
momento, no existe ningun tratamiento definitivo para el tratamiento de las lesiones
nerviosas con defecto, tampoco para las lesiones nerviosas grado lll, IVyV de
Sunderland que nos obligan en algunos casos a recurrir a injertos nerviosos (cComo
en los casos de pardlisis braquial obstétrica -PBO- 0 en los nheuromas por
continuidad) (Pabari et al, 2009). A lo largo de los ultimos afios, el uso de conductos
nerviosos sintéticos con el objetivo de puentear la zona de lesidon se ha
incrementado. El primer material que se utiliz6 para elaborar un conducto nervioso
gue pusiese en contacto ambos cabos fue la silicona. Sin embargo, los resultados
fueron malos debido a los fenémenos de fibrosis nerviosa que se les achacaban y
gque obligaban a su retirada (Pabari et al, 2009; Kim et al, 2007; Meek et al, 2009).
Posteriormente, se han utilizado otros materiales mas biocompatibles (colageno,
acido poliglicdlico, caprolactona...) que han reducido la respuesta inflamatoria que
se producia en el interior del conducto nervioso y que, a su vez, era responsable de
los fendmenos de fibrosis nerviosa que se producia en el cabo proximal del nervio
lesionado (Luis et al, 2007; Pabari et al, 2009). La mayoria de los autores coinciden
en la utilidad de los conductos nerviosos sintéticos de distintos materiales que
existen en el mercado para el tratamiento de lesiones nerviosas con defecto, sin
embargo, nuestra experiencia tanto clinica como experimental en el uso de estos
conductos es contraria (Hernandez-Cortés y Garrido-Gémez, 2010), observando una
mayor proporcién de malos resultados que los publicados por otros autores hasta el
momento.

En la mayoria de los casos, las lesiones que se producen en el sistema
nervioso central son muy dificiles de reparar, produciéndose un proceso de gliosis

158
Tesis Doctoral. Juan Garrido Gomez



reactiva con proliferacion de células del tejido conectivo y la neuroglia del propio
sistema nervioso central. Sin embargo, cuando existe una lesion nerviosa periférica
se pone en marcha un complejo proceso de regeneracion que tiene como objetivo la
reparacion completa del nervio lesionado. La reparacion del nervio lesionado puede
ocurrir a través de tres mecanismos (Zochodne y Levy, 2005):

a. Remielinizacion.

b. Crecimiento distal de brotes axonales colaterales procedentes
de axones conservados.

C. Regeneracion desde la zona de lesion al cabo distal.

Generalmente, el tercero de los mecanismos de reparacion es el que mas
influye en el proceso de regeneracion y de €l depende la recuperacion sensitiva y
motora que experimente el nervio lesionado. En nuestro trabajo, el modelo de
conducto nervioso sintético pretende favorecer o estimular el proceso de reparacion
mediante la aplicacién de biomateriales que sirvan como andamio de distribucion
tridimensional para el crecimiento de los brotes axonales a su través, y células
madre mesenquimales (ADSC), que al estar sometidas a los factores neurotroéficos y
neurotrépicos liberados en la zona de lesion nerviosa, probablemente se diferencien
en células de Schwann y células inflamatorias que favorezcan y promuevan el
proceso de regeneracion nerviosa a ese nivel.

Se ha demostrado en varios estudios, que cuando existe una lesion nerviosa
gue afecta a menos del 30% de los axones del nervio periférico, el proceso de
recuperacion se produce a expensas fundamentalmente de los brotes axonales
colaterales (Collateral sprouting). Sin embargo, cuando hay lesiones mas graves,
que afectan a mas del 90% de los axones, el mecanismo fundamental que interviene
en la reparacion nerviosa es la regeneracion desde el cabo proximal (Campbell,
2008).
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La biotecnologiay la ingenieria tisular representan un conjunto de doctrinas
cientificas multidisciplinares que podrian contribuir a solventar algunos de los
problemas médicos de mayor gravedad y mas demandados mediante la creacion de
nuevos tejidos similares a los existentes en los organismos vivos (Johnson E.O. et
al, 2008). Las nuevas técnicas que aplican estas doctrinas permiten el desarrollo de
nuevos constructos biolégicos como alternativas de futuro en la regeneracion tisular
(Johnson E.O. et al, 2008).

La generacion de tejidos artificiales empleando células troncales adultas y
biomateriales altamente compatibles, es uno de los principales objetivos en la
investigacion biomédica. Aunque estos tejidos biogenerados mediante ingenieria
tisular pudieran ser potencialmente Utiles para la sustitucion clinica de tejidos
dafiados, la obtencion de células nativas con elevada capacidad de proliferacion y
diferenciacion no es siempre posible (De Ugarte et al., 2003). Por esta razon, la
busqueda de fuentes celulares alternativas para su utilizacion como sustitutos de las
células nativas es uno de los retos actuales de la medicina regenerativa, ya que
permite la elaboracion de tejidos y la restitucién del 6rgano dafiado (Zavan et al.,
2010).

Al gran desarrollo de la biomedicina en los ultimos afios, habria que asociar el
conocimiento mas profundo de los mecanismos implicados en el proceso de
regeneracion nerviosa, que nos permiten, ademas de conocer los elementos
celulares que median el proceso y qué factores neurotropicos y neurotréficos
influyen, cobmo actian, cuando actian y la manera de mejorar el proceso de
regeneracion nerviosa que permita el contacto de los brotes axonales con el cabo
distal.

Otros autores, han utilizado células madre derivadas del tejido adiposo como
promotoras de la regeneracion nerviosa para demostrar su utilidad en la
regeneracion nerviosa, sin embargo, los estudios eran limitados a 3 semanas tan
sé6lo, y ademas no eran células del propio animal, sino que procedian de otras ratas
gue se habian sacrificado (Di Summa, 2009). También se han realizado estudios
comparando la eficacia de las células madre derivadas del tejido adiposo y las
células madre de la médula 6sea, concluyendo que ambas células promueven la
regeneracién de la misma manera, sin poder determinar si se debe a la
diferenciacion en células de la glia (células de Schwann). En nuestro caso, nos
parece mucho mas accesible el tejido adiposo y por ello, se precisan menos medios
técnicos y humanos para obtener una muestra de tejido adiposo, si el modelo se
aplicase en humanos en un futuro. Por otro lado, es bien conocido el papel del
sistema inmunitario en los fendmenos de destruccién de células madre implantadas
en otro organismo (heteroinjerto), disminuyendo asi la poblacién celular y con ello, el
grado de regeneraciéon nerviosa. Desde hace poco tiempo, se sabe que el tejido
adiposo es un nicho de células madre multipotenciales con un perfil fenotipico muy
similar a las células madre de la médula 6sea, sin embargo, existen controversias en
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cuanto a su semejanza de resultados obtenidos cuando se aplican ambas (células
madre de la grasa y las procedentes de médula 6sea) en el tratamiento de lesiones
nerviosas. Lo que si se ha demostrado es que las células madre derivadas del tejido
adiposo son capaces de promover el crecimiento de axones motores in vitro
(Kingham, 2007), asi como su capacidad de diferenciarse en células de Schwann
cuando se someten a determinados factores como el mercaptoetanol, acido
alltransretinoico y otros factores de crecimiento especificos (Jiang et at., 2008). Otros
grupos de trabajo, se centran en la obtencion de precursores celulares a partir de la
piel, con resultados publicados hasta el momento, no muy dispares con los
obtenidos con otras estirpes de células madre.

En esta tesis doctoral, se han logrado optimizar protocolos para la elaboracién
de conductos nerviosos que contienen en su interior biomateriales de fibrina y
agarosa y ADSC. Nuestro objetivo es evaluar un nuevo modelo de regeneracion
nerviosa periférica en el que se utilizan conductos comerciales de colageno que
actualmente se utilizan para la reparacion quirargica de defectos nerviosos,
asociados a nuevos biomateriales biocompatibles y células madre adultas del propio
individuo.

En concreto, en esta tesis doctoral se han utilizado diferentes modelos de
regeneracion nerviosa basados en el uso de 1) conductos de colageno, 2) conductos
de colageno con biomateriales de fibrina y agarosa y 3) conductos de colageno con
biomateriales de fibrina y agarosa y ADSC. De este modo, pretendemos comparar
los resultados clinicos e histologicos de los nuevos modelos frente a la técnica
actualmente disponible para uso clinico consistente en el implante quirdrgico de un
tubo de colageno liofilizado entre ambos extremos del nervio lesionado. De esta
forma, se realiza una evaluacion directa de la influencia de los biomateriales y las
ADSC en el proceso de regeneracion nerviosa, y Si su uso, constituye un avance en
el tratamiento de las lesiones nerviosas. Ademas, la validez interna del trabajo queda
contrastada mediante la inclusién de dos grupos control: animales sanos (sin lesion
nerviosa) y animales sometidos a lesién nerviosa no reparada.

El modelo animal utilizado en esta tesis doctoral ha sido la rata Wistar (ratus
ratus), se trata de un modelo estandarizado en otras publicaciones para el estudio
de las lesiones nerviosas. El hecho de incluir el grupo control negativo (grupo 0),
donde no existia reparacion de la lesién nerviosa generada, nos ha permitido
confirmar la ausencia de regeneracion nerviosa que existe cuando, en el contexto de
la lesion periférica, hay un defecto critico que se preestablecié en un centimetro. El
defecto critico ha sido muy debatido por distintos autores, considerando, que en
algunos casos, un defecto de un centimetro puede regenerar espontaneamente. Sin
embargo, en la mayoria de trabajos consultados, el defecto critico de un centimetro
no se asocia a regeneracion espontanea, no produciendo mas que un neuroma de
amputacion en el cabo proximal, como se ha demostrado en nuestro caso y siendo

161
Tesis Doctoral. Juan Garrido Gomez



confirmado por las pruebas clinicas e histolégicas a las que se ha sometido al
animal.

Una de las principales aportaciones de la presente tesis doctoral es el estudio
de la regeneracion nerviosa en los diferentes grupos de animales utilizando métodos
de evaluacion objetivos y multidisciplinares, incluyendo el estudio de la huella
plantar, parametros clinicos, actividad motora espontanea, parametros
neurofisiolégicos y andlisis histolégico. De este modo, esta aproximacion
combinatoria de diferentes métodos y técnicas permitié establecer unas
conclusiones obijetivas, altamente fiables y validas para determinar el grado de
reparacion nerviosa.

En primer lugar, el estudio de la huella plantar en todos los grupos de
experimentacion permitié evaluar el grado de retraccion miotendinosa secundaria a
la lesién nerviosa generada. La existencia de una lesion nerviosa periférica provoca
el desequilibrio del tono muscular de los grupos musculares intrinsecos y extrinsecos
de la pata del animal (al igual que ocurre en el ser humano). Un desequilibrio en
estos musculos, que sea absoluto o relativo, en relacion a sus antagonistas, altera
el equilibrio muscular y provoca deformidades en la pata y posturas anémalas que
impiden al animal apoyar la extremidad de forma adecuada, lo que hace
secundariamente que la huella plantar se altere (Beaty y Canale, 2010; Kim et al,
2007). El hecho que exista una lesion periférica hace que el animal presente una
retraccion de la musculatura flexora dorsal de la extremidad asi como pérdida del
componente flexor plantar y ausencia de tono de los masculos plantares y digitales,
todo ello hace que se produzca una alteracion en la longitud de la huella plantar. El
hecho de utilizar la longitud de la huella plantar como indicador del estado de
retraccion neurdgena, y de forma secundaria, del grado de denervacion y
reinervacion muscular, en lugar de otros parametros como el SFI (Sciatic function
index) ha sido por la imposibilidad técnica para medir los parametros que incluye el
SFI debido a la alta incidencia de Ulceras neurotroficas, y a veces, automutilaciones
gue aparecian en determinados grupos, lo que dificultaba y, a veces imposibilitaba,
la medicion.

Como era de esperar, la ausencia de tratamiento ante una seccidn nerviosa
con defecto (Grupo O - control 1) hace que el grado de desequilibrio en la
musculatura sea muy elevado, lo que condiciona una longitud de la huella muy
pequefa (media 2,93 mm). Sin embargo, cuando se aplican conductos nerviosos
comercialmente disponibles o los conductos rellenos de biomateriales de fibrina y
agarosa, se observa una mejoria sustancial del tamafio de la huella (14,86 mm de
media para el primer grupo y 14,93 mm mas para el segundo), lo cual sugiere que
ambas técnicas podrian contribuir a la proteccién del desequilibro de los grupos
musculares secundario a la lesién nerviosa. Sin embargo, cuando se afiaden ADSC
al biomaterial existe un incremento significativo en la longitud de la huella (media
27,125 mm) que no llega a alcanzar la longitud de la huella de los animales no
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intervenidos (grupo 1- control 2: media 36,56 mm), aunque habria que destacar que
algunos animales de este grupo tratado con ADSC presenta una longitud de huella
plantar casi igual al animal no intervenido. Por todo ello, concluimos que la
combinacion de biomateriales biocompatibles y células madre mesenquimales
autdlogas con los conductos de coldgeno comerciales constituyen una mejora
significativa respecto al tratamiento actualmente empleado en clinica humana
consistente en el implante de conductos de colageno sin biomateriales ni células.

En segundo lugar, la evaluacion de pardmetros clinicos relevantes
corroboré los resultados favorables obtenidos cuando los conductos de colageno se
rellenaron de biomateriales biocompatibles, especialmente cuando se incluian
células madre mesenquimales en estos biomateriales. De hecho, el nimero de
Ulceras neurotrdficas y la aparicion de automutilaciones descendieron
significativamente cuando los conductos de colageno se rellenaron de biomateriales,
y aun mas cuando éstos contenian ADSC. De nuevo, estos resultados sugieren que
las células madre del tejido adiposo del propio individuo podrian jugar un papel
protector frente a la presencia de lesiones tréficas cutaneas y la prevencion de
sindrome de miembro fantasma, que con frecuencia afecta a pacientes con lesiones
del nervio periférico.

Los resultados neurofisioldgicos nos permiten determinar de forma objetiva
la existencia de reparacion nerviosa mediante los de signos de reinervaciéon y de
denervacion en los grupos musculares distales a la lesion del nervio ciatico. Cada
uno de estos signos encontrados implica el crecimiento en mayor o menor medida
de los brotes axonales procedentes del cabo proximal del nervio lesionado. A su vez
nos van a permitir establecer una correlacion con los hallazgos clinicos y los
hallazgos histoldgicos, lo que incrementa el grado de validez del estudio realizado
para demostrar la regeneracion nerviosa.

Se asume que la inervacion muscular distal se produce a partir del nervio
ciatico de forma Unica y que al lesionarse el nervio existe una ausencia total de
inervacion de las fibras musculares. Por tanto, al realizar una electromiografia, los
cambios eléctricos observados se van a achacar al proceso de regeneracion
nerviosa a partir de los brotes axonales que surgen del cabo nervioso proximal.

La adicion de células madre mesenquimales procedentes de la grasa en el
hidrogel de fibrina y agarosa con el que se rellena el conducto nervioso sintético
implica que la denervacion de los grupos musculares mas préximos a la lesion
nerviosa sea casi inexistente. En los vientres musculares mas distales a la lesion
(gemelos y tibial anterior) se aprecia un menor grado de denervacion en los animales
a los que se aplican biomateriales y ADSC (p= 0,006 y p=0,001, respectivamente
para la denervacion de los gemelos. Para el tibial anterior existen diferencias aunque
no significativas). En los masculos intrinsecos del pie del animal, sin embargo, no
existen diferencias en cuanto al grado de denervacion. Probablemente por la
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ausencia de brotes axonales que contactan con el musculo estudiado, debido a la
gran distancia que existe hasta el vientre muscular y la gran dificultad anatomica que
encuentra el nervio para llegar hasta ellos a través del cabo distal del nervio
lesionado.

Con respecto a la reinervacién muscular, se aprecia que existe un proceso de
reparacion nerviosa consistente en el crecimiento de brotes axonales colaterales y
gue contactan con las fibras musculares cercanas al cabo proximal (“collateral
sprouting”), que nos explicarian los signos de reinervacion hallados en los vientres
musculares mas proximales (biceps femoral) en el grupo donde la seccion nerviosa
no se acompafia de ningun gesto de reparacién quirurgica. Sin embargo, como el
crecimiento de estos brotes colaterales es limitado, se explica la ausencia de signos
de reinervacion en vientres musculares mas distales (gemelos y tibial anterior). Aln
asi el grado de reinervacion de esta musculatura proximal es mayor cuando se
aplican biomateriales, y aun mayor cuando se aplican ADSC al hidrogel de fibrina
agarosa (0,92+0,29; 1,91+0,30 y 2,00+0,47, respectivamente para el grupo 1, 2y 3)

Cuando se estudian grupos musculares mas distales, como gemelos y tibial
anterior, se aprecia un mayor grado de reinervacion en los animales que se aplican
biomateriales de fibrina y agarosa, siendo levemente mayor el grado de reinervacion
cuando ademas se aplican ADSC al hidrogel en el caso del tibial anterior. Sin
embargo, no existen diferencias cuando se aplican ADSC a los biomateriales para la
reinervacion de los gemelos del animal (p=0,809). La aplicacién de biomateriales en
el interior del conducto nervioso podria favorecer la regeneracién axonal y con ello,
la reinervacion de los grupos musculares gemelos y tibial anterior. Los signos de
reinervacion en los musculos intrinsecos del pie / musculo pedio son inexistentes
independientemente del grupo de animales estudiado, salvo en el grupo de
biomateriales con ADSC donde se aprecia un caso con signos muy superficiales o
leves de reinervacion sin que existan diferencias significativas entre los grupos de
estudio.

Una de las principales aportaciones de este estudio, es la inclusién de forma
sincronica de un estudio neurofisiolégico pormenorizado de cada animal, y al mismo
tiempo, un estudio histolégico. En la mayoria de los estudios de regeneracion
nerviosa publicados hasta el momento, no existe un estudio de parametros
electromiogréficos e histoldgicos al mismo tiempo.

Finalmente, los hallazgos histoldgicos demostraron que el modelo de
reparacion nerviosa descrito en esta tesis doctoral es capaz de inducir cierto grado
de regeneracioén de la lesién nerviosa provocada, lo cual se correlaciona con los
hallazgos clinicos y neurofisiol6gicos hallados en el grupo 3 (animales a los que se
aplicaron conductos nerviosos con biomateriales y células madre de la grasa). En
concreto, los resultados obtenidos revelan la existencia de un cono de regeneracion
formado por brotes axonales que surgen del cabo proximal del nervio lesionado y
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tiende a migrar distalmente a través del conducto nervioso sintético. Este cono de
regeneracion presentd mayor longitud y mayor diametro en el caso de los tubos de
colageno rellenos de biomateriales con células madre en su interior, seguido del
conducto nervioso que solo contiene hidrogel de fibrina-agarosa en su interior, lo
cual sugiere que la presencia de fibrina y agarosa en el interior del armazén de
colageno podria favorecer la migracién axonal a partir del cabo nervioso proximal y,
por tanto, la regeneracion de la lesion existente en el nervio ciatico. Ademas, la
adicion de ADSC en el seno del biomaterial biocompatible incrementaria el grado de
migracion axonal a su través consiguiendo asi que aumente el grado de
regeneracion. También evita la formacién de tejido conectivo alrededor del cabo
nervioso distal que impediria la penetracion de los brotes axonales en su interior y la
infiltracion de tejido adiposo entre el frente de brotes axonales y el cabo nervioso
distal. Cuando no se aportan ADSC a los biomateriales biocompatibles se observa
gue los brotes axonales no contactan con el cabo nervioso distal seccionado, sino
que crecen de forma paralela al cabo distal sin penetrar en su interior.

La degeneracion walleriana comporta un conjunto de hallazgos histoldgicos
que ocurren a nivel de los cabos nerviosos donde se produce la lesion y que tienen
como objetivo la formacién de nuevos brotes axonales que lleguen a contactar con
las estructuras axonales del cabo distal. Cualquier parte de una neurona separada
de su soma degenera y es destruida por fagocitosis. El proceso de degeneracion
gue tiene lugar a nivel proximal y distal a la zona de lesion se le conoce como
degeneracion walleriana (Waller, 1850). La secuencia de eventos degenerativos
incluye cambios moleculares y celulares, y requiere de células de Schwann 'y
macrofagos activos para realizar su funcion (Stoll et al., 1989). Una vez producida la
lesion, las células de Schwann se diferencian, proliferan y se alinean formando las
bandas de Bingner, generando una estructura que actie como guia y favorezca la
regeneracion axonal (Varga y Barres, 2007). En efecto, las células de Schwann
también participan en el proceso de desbridamiento, lo cual ocurre los primeros dias
después de la lesién nerviosa (Stoll et al., 1989); pero al mismo tiempo, también
liberan una gran cantidad de citokinas que actian como mediadores quimiotacticos
gue reclutan a macréfagos que circulan en sangre periférica para que actien
también en el proceso de degeneracidn nerviosa previo a la regeneracion (Shamash
et al., 2002; Siebert et al., 2000; Tofaris et al., 2002). Generalmente los primeros
dias después de la lesion se evidencian un conjunto de cambios morfoldgicos. El
cabo distal se fragmenta, pierde liquido, se contrae y adoptan una morfologia mas
globular. Normalmente, la fragmentacion y la contraccion de la vaina de mielina
ocurren de forma paralela a los cambios degenerativos axonales, como se aprecian
en las figuras 61 y 63 de esta Tesis Doctoral. Ademas, los macréfagos infiltran los
cabos del nervio con el objetivo de eliminar los restos axonales. Es sabido que la
degeneracion retrograda (en el cabo proximal) se prolonga, al menos, un internodo
mas y que conforme més proximal es la lesiébn mas signos de degeneracion se
suelen evidenciar (Vargas y Barres, 2007). En nuestro caso, el hecho de practicar
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una lesién nerviosa en una localizacién anatbmica constante nos permite valorar de
forma clara si el grado de degeneracion axonal se modifica en funcion del tipo de
conducto nervioso implantado, independientemente de la localizacion.

Por otro lado, el aporte de ADSC en el andlisis de la reaccion histoquimica a la
presencia de fibras de colageno mediante picrosirius mostré la presencia de fibras
colagenas finas dispuestas alrededor de los brotes axonales. La infiltracion de tejido
conectivo en el interior del conducto nervioso es constante en todos los grupos
estudiados, sin embargo, la densidad de tejido conectivo es mayor en el grupo
donde se aplica el conducto nervioso comercializado sin biomateriales en su interior,
ademas, en este grupo el tejido conectivo esta constituido por fibras colagenas
laxas. Por tanto, la aplicacion de biomateriales biocompatibles en el interior de los
conductos nerviosos de colageno reducirian la infiltracion de tejido conectivo, por
tanto el grado de crecimiento axonal seria mayor.

En este contexto, llama la atencion el hallazgo de la presencia de mielina
mediante la técnica de Kluvert-Barrera a nivel de la zona lesional, que fue superior
en el grupo tratado mediante implante de un conducto de coldgeno que en los
grupos en los que dicho tubo se rellen6 previamente de biomateriales con o sin
células madre, aunque las diferencias no fueron significativas. Probablemente, este
hecho se debe a la mayor proliferacion de los axones en estos ultimos grupos,
puesto que es bien conocido el hecho de que la regeneracion nerviosa inicialmente
ocurre a expensas de fibras amielinicas (Campbell, 2008), las cuales se mielinizan
mas tarde, cuando se estabiliza el proceso de regeneracion. Por el contrario, en el
grupo tratado mediante conductos de colageno existiria una menor proliferacion
axonal y, por tanto, las células de Schwann podrian mielinizar los axones
neoformados una vez que el brote axonal ha dejado de avanzar.

Por otra parte, en esta tesis doctoral quisimos analizar la presencia de diversas
proteinas caracteristicas del tejido nervioso que nos permitieron determinar la estirpe
celular existente en cada muestra analizada y la existencia de fendmenos de
reparacion nerviosa. Cuando la proliferaciéon celular y su diferenciacion han sido
llevados a cabo, las células de Schwann secretan factores tréficos incluyendo factor
de crecimiento nervioso, factores neurotréficos derivados del encéfalo, y factores
ciliaries neurotrdficos, y ellos constituyen la sefial que permiten sintetizar y secretar
moléculas de la matriz extracelular como Colageno tipo IV y Laminina, las cuales se
sabe que modulan el crecimiento de las neuritas y también la produccion de mielina,
gue es vital para la rapida conduccion de los impulsos, y la expresion de moléculas
de adhesion celular (Shen et al, 2001; Shamash et al, 2002).

Concretamente, el analisis inmunohistoquimico de la proteina NFL
(neurofilamento), caracteristica de los neurofilamentos del axdon que representan al
soporte del citoesqueleto, asi como las estructuras sobre las que se producira el flujo
axonal. Se demostro la presencia de axones de regeneracion a nivel de la porcion
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central del conducto implantado en los grupos de animales en los que se
implantaron tubos de colageno rellenos de biomateriales con y sin células madre,
pero no en los animales tratados con tubos de colageno comerciales rellenos de
suero heparinizado. Todo esto demuestra el papel beneficioso de la fibrina y la
agarosa para la regeneracion axonal. Podriamos concluir que los biomateriales de
fibrina y agarosa favorecen el crecimiento axonal, de forma que permiten la
formacion de neurofilamentos en su seno y secundariamente promueven el proceso
de regeneracioén nerviosa.

Sin embargo, el analisis de la proteina S100, denominada asi debido a su
dilucion en sulfato aménico al 100%, inicialmente considerada especifica del sistema
nervioso. Actualmente se reconoce su deteccion en numerosas células de origen no
neural, como condrocitos, adipocitos, células de Langherhans, melanocitos, etc. Se
considera un marcador glial, detectandose en las células de Schwann del sistema
nervioso periférico marcador de células gliales de Schwann, result6é altamente
positivo en los tres grupos en los que se utilizaron tubos de colageno, con o sin
biomateriales en su interior, lo cual sugiere que las células de Schwann son
elementos fundamentales en el proceso de reparacién nerviosa independientemente
del tipo de conducto nervioso implantado y que son capaces de proliferar por si
mismas hacia la zona de la lesién procedentes de los cabos nerviosos. Estos
hallazgos confirman la teoria de que las células de la glia son capaces de proliferar y
migrar hacia la zona lesional sin ninguna dificultad, siendo la proliferacion axonal el
factor limitante de una adecuada regeneracion nerviosa. Por ello, nuestro estudio
sugiere que los conductos en los que se utilizan nuevos biomateriales y células
madre serian capaces de inducir una adecuada proliferacién axonal, manteniendo la
capacidad de la glia para proliferar y mediar el proceso de regeneracion nerviosa,
donde ocupan un papel fundamental.

Finalmente, se analiz6 la presencia de laminina. Se trata de una glicoproteina
que forma parte de la membrana basal. Esta formada por tres cadenas, una q, otra
B, y unay. Lo que da lugar a distintas isoformas que se encuentran distribuidas en
los distintos tejidos. En el caso del axén, la laminina se encuentra en la ldmina basal
gue se dispone entre la célula de Schwann y el propio cilindroeje. Se sabe que la
existencia de la ldmina basal es una condicion sine qua non para que se produzca el
crecimiento axonal. Los resultados confirmaron el efecto beneficioso de la aplicacion
de biomateriales y, sobre todo, de biomateriales con células madre mesenquimales
derivadas del tejido adiposo en el interior de los conductos de colageno. En
concreto, los animales tratados con tubos de colageno con células madre vy fibrina-
agarosa presentaron una inmunorreacciéon muy intensa a la laminina en la zona
lesional, reaccion que fue comparable a la de los nervios utilizados como control,
confirmando la adecuada regeneracion de la membrana basal que permitira el futuro
crecimiento axonal en su interior. Cuando los tubos implantados fueron tratados con
biomateriales pero sin células, se observo igualmente la presencia de laminina, pero
su intensidad fue inferior al caso en el que se utilizaron células madre. Por ultimo, el
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conducto no tratado con biomateriales resulté en la presencia de escasos niveles de
laminina en los axones neoformados. Podriamos concluir que la inclusion de células
madre derivadas de la grasa incluidas en biomateriales biocompatibles podrian
favorecer la formacion de membrana basal que se interpone entre las células de
Schwann y los axones neoformados y con ello el proceso de regeneracion axonal
gue se va a producir a partir de la formacion de esta estructura.

El estudio histologico del masculo estriado mostrd que no existian diferencias
significativas en funcion del tipo de conducto nervioso aplicado para el parametro
atrofia muscular. En los tres grupos de estudio el grado de atrofia hallado era muy
intenso. Por otro lado, cuando el masculo sufre una denervacion intensa y no se
somete a una actividad contractil de forma periddica sufre una infiltraciéon de tejido
conectivo y de tejido adiposo. En nuestro estudio, se valoro el grado de infiltracion
conectiva que existia en cada uno de los casos sin encontrar tampoco diferencias
significativas. Por tanto, podriamos concluir que la aplicacién de biomateriales con y
sin ADSC no protege la musculatura distal a la lesion de la degeneracién fibrosa ni
de la atrofia.

Con respecto a la recuperacién motora funcional, se midieron tres
parametros de actividad motora espontanea, que se distinguian a su vez entre
movimientos rapidos y lentos. La aplicacion de biomateriales y de ADSC en el
interior del conducto nervioso de colageno no mejora los parametros de actividad
motora espontanea con respecto a los animales tratados solamente con conductos
nerviosos comercializados con suero heparinizado en su interior puesto que las
diferencias entre ellos no fueron significativas. Por tanto, podriamos concluir que la
aplicacion de biomateriales con y sin ADSC en su interior no altera el
comportamiento motor espontaneo del animal para ninguno de los parametros
estudiados en ninguno de los tres intervalos de tiempo. De forma general, se
aprecian mejores valores de actividad motora espontanea en todos los animales a
los que se ha aplicado un conducto nervioso como tratamiento independientemente
de su relleno que en los animales que no se ha realizado ninguna técnica de
reparacion nerviosa. Dada la alta evidencia de mejora en los parametros clinicos,
neurofisioldgicos e histoldgicos al aplicar biomateriales biocompatibles y células
madre derivadas de la grasa a los conductos nerviosos sintéticos de colageno,
probablemente este test de actividad motora espontanea no sea aplicable para
determinar si existe regeneracion nerviosa. Sin embargo, otros autores han utilizado
el test de actividad motora espontanea para determinar el grado de recuperacion
motora en lesiones centrales (Ferrer et al, 1987).

En resumen, en este trabajo hemos realizado un estudio profundo de la
regeneracion nerviosa en animales de experimentacion a partir de técnicas de
Ingenieria Tisular utilizando biomateriales biocompatibles de fibrina y agarosa y
células madre mesenquimales procedentes de la grasa del animal. Una vez
desarrollados los distintos tipos de conductos nerviosos, se implantaron en el animal
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con objeto de establecer el efecto de los biomateriales y las células madre en el
proceso de regeneracion nerviosa. Para ello, fue necesario desarrollar distintas
técnicas de microscopia e inmunohistoquimica que nos permitiesen evaluar los
patrones de crecimiento axonal a través del conducto nervioso. Del mismo modo, se
hizo fundamental establecer una correlacién entre los hallazgos de los estudios
histologicos con los parametros de recuperacién funcional del animal, presencia de
Ulceras y amputaciones, asi como una valoracion objetiva de la reinervacion
muscular mediante técnicas neurofisioldgicas. De esta manera, los datos que
objetivan que el aporte de células madre derivadas de la grasa a los biomateriales
de fibrina-agarosa son concordantes entre si, y son mucho mas fiables
cualitativamente.

En su conjunto, todos estos resultados demuestran que los conductos
nerviosos de colageno a los que se afiaden biomateriales biocompatibles de fibrina y
agarosa favorecen el proceso de regeneracion nerviosa, y mas aun, cuando a esos
biomateriales se afiaden células madre mesenquimales procedentes de la grasa del
animal previamente cultivadas en nuestro laboratorio. En el momento actual, se
postula que una de las principales causas de fracaso en el tratamiento de una lesion
nerviosa periférica con pérdida de sustancia o defecto que nos impida realizar una
reparacion directa, es la ausencia de un andamio o armazon tridimensional que
ponga en contacto ambos cabos del nervio lesionado y que permita el crecimiento
de los brotes axonales a su travées (Postulado de Weiss, 1944). A su vez, Ramon y
Cajal determiné que la condicion Unica y necesaria para que se produjese el
crecimiento axonal es la estimulacion de los cilindroejes por sustancias que
aparecen en el foco de lesion nerviosa llamadas factores neurotrépicos y que
“conducen” a los axones a lo largo de la zona lesional hasta contactar con el cabo
distal. Se demuestra que la ausencia de tubulizacion favorece el crecimiento del
tejido conectivo, con mayor potencial de proliferacion que el tejido nervioso,
alrededor de los brotes axonales, determinando asi la formacion de un neuroma de
amputacion, origen en muchos casos del dolor neuropatico que sufren estos
pacientes. Cuando se interpone un conducto nervioso de colageno comercializado
sin biomateriales en su interior, el efecto que se produce es similar a la ausencia de
contacto entre ambos extremos del nervio, puesto que los axones creceran
lentamente y se veran envueltos por un tejido conectivo cuyos fibroblastos tienen
gran capacidad de mitosis y de producir matriz extracelular de forma abundante.

En esta Tesis Doctoral, se demuestra que ambos postulados son ciertos,
puesto que la inclusién de un andamio de fibrina y agarosa que se interpone entre
ambos cabos nerviosos mejora la regeneracion axonal, y que la adicion de ADSC a
los biomateriales de fibrina y agarosa, permitira la diferenciacion a células maduras
de distintas estirpes que intervendran de forma activa en el proceso de regeneracion
nerviosa.

169
Tesis Doctoral. Juan Garrido Gomez



En cuanto a las limitaciones del estudio, habria que resaltar que el modelo
desarrollado y en el que se han aplicado los constructos nerviosos son animales de
experimentacion, lo que nos permite extrapolar los resultados solo parcialmente a
espera de estudios en animales de mayor tamafo.

De igual modo, los conductos de reparacion nerviosa desarrollados en esta
Tesis Doctoral podrian constituir un modelo de gran utilidad potencial para el
tratamiento de diferentes patologias que afectan al nervio periférico desde su salida
del orificio de conjuncion vertebral hasta su diferenciacion a nivel de la placa motora.
Este modelo de constructo disefiado mediante Ingenieria Tisular surgi6 a raiz de las
secuelas motoras y sensitivas que quedan en los pacientes con miembros
catastroéficos, fundamentalmente derivadas de las lesiones nerviosas.
Probablemente en el futuro, el desarrollo de este modelo de conducto nervioso con
biomateriales y/o la aplicacion de células madre de la misma u otra estirpe aplicadas
al ser humano sea la solucién definitiva para las lesiones que afectan al nervio
periférico. Potencialmente, obteniendo una muestra de tejido adiposo del paciente,
se podrian obtener células madre, que al ser incluidas en el biomaterial, nos
permitiria el tratamiento quirdrgico del paciente mediante el implante del constructo
en un periodo no superior a 10 dias desde la toma del tejido graso. Este modelo,
seria aplicable a pacientes con lesiones nerviosas severas con defecto en el
contexto de amputaciones, fracturas abiertas, cirugia reconstructiva oncologica,
tumores de nervios periféricos, quemaduras, paralisis braquial, heridas, etc, en las
gue se precisa de tejido nervioso periférico para solventar la zona de defecto que
gueda entre ambos extremos del nervio lesionado.
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CONCLUSIONES.
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De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral se infieren las siguientes
conclusiones:

1. Los métodos y técnicas desarrolladas en esta Tesis Doctoral permitieron el
aislamiento y expansion de células madre mesenquimales del tejido adiposo
(ADSC: células madre mesenquimales del tejido adiposo) y su inclusion en
biomateriales biocompatibles de fibrina y agarosa para su utilizacion en un
modelo experimental de lesion de nervio periférico (nervio ciatico) con
defecto de 10 mm en animales de experimentacion.

2. La utilizacion de biomateriales biocompatibles de fibrina y agarosa
permitieron elaborar un hidrogel eficiente para el crecimiento de brotes
axonales a su través que favorecio la regeneracion nerviosa. Estos
constructos de biomateriales incluidos en conductos nerviosos
comercializados de colageno lograron poner en contacto ambos cabos
nerviosos, solventando asi la zona de defecto y contribuyendo a su
reparacion.

3. Laevaluacion clinicay funcional de los animales en los que se implantaron
conductos tridimensionales de biomateriales de fibrina y agarosa con ADSC
demostro la utilidad de estos constructos para el tratamiento de lesiones
nerviosas con defecto de 10 mm en un modelo animal. Los animales tratados
con biomateriales con ADSC mostraron mejores parametros neurofisiol6gicos
de regeneracién nerviosa, menor retraccion muscular neurégena, menos
Ulceras neurotroéficas y menos automutilaciones que los tratados sin ADSC y
gue los tratados sin biomateriales.

4. Los resultados histolégicos ponen de manifiesto que el modelo de
regeneracion nerviosa descrito en esta Tesis Doctoral es capaz de inducir
cierto grado de regeneracion y reparacion de la lesion nerviosa provocada, lo
cual se correlaciona con los hallazgos clinicos y neurofisiologicos. La
aplicacién de biomateriales y ADSC al conducto nervioso de colageno resulta
en una mayor longitud y didmetro del frente de regeneracion axonal,
traduciéndose en un mayor grado de regeneracion nerviosa. El analisis
inmunohistoquimico del conducto nervioso obtenido mediante Ingenieria
Tisular e implantado in vivo en un modelo animal, puso de manifiesto la
expresion de proteinas implicadas en el proceso de regeneracion nerviosa,
destacando la proteina S100, Neurofilamento y Laminina. Este hecho sugiere
gue los constructos tridimensionales de fibrina-agarosa con ADSC generados
en el laboratorio podrian favorecer y promover el proceso de regeneracion y
reparacion nerviosa periférica y, por tanto, abren la puerta a un potencial uso
clinico en humanos.
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5. El proceso de regeneracion nerviosa en los animales a los que se han
aplicado conductos nerviosos rellenos de biomateriales de fibrina-agarosa
con y sin células madre se produce fundamentalmente a expensas de los
brotes colaterales (collateral sprouting), que llevan un trayecto paralelo al
cabo distal del nervio, lo que implica que el proceso de regeneracién nerviosa
periférica no se produce mediante la penetracion de los brotes axonales en
el cabo distal del nervio como se esperaba.
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