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RESUMEN (en espafiol)

INTRODUCCION

Los injertos de nervio aut6logos se consideran el tratamiento de eleccién para reparar
lesiones de nervio periférico que no pueden subsanarse mediante sutura directa. La
técnica consiste en extraer nervios sanos del paciente e interponerlos en el defecto
gue queremos reparar. Sin embargo, la fuente de injertos nerviosos de cada persona

es limitada y la obtencién de los mismos tampoco es inocua.

Actualmente, estan disponibles en Espafia varios conductos sintéticos biodegradables
y un solo aloinjerto nervioso acelular como métodos alternativos al uso de autoinjertos.
Este estudio pretende acometer la busqueda de un aloinjerto nervioso acelular para la
reparacion de defectos segmentarios en nervios del sistema nervioso periférico. Para
ello, el objetivo es demostrar que el aloinjerto acelular de nervio ciatico en rata
constituye una alternativa sencilla, eficaz y asequible a la reparaciébn con nervio

autdlogo en defectos segmentarios del sistema nervioso periférico.
MATERIAL Y METODOS

Se disefidé un estudio experimental con 32 ratas Wistar hembras distribuidas entre
cuatro grupos experimentales de 8 ratas cada uno. El estudio se basoé en la creacion

de un defecto unilateral de 14 mm en el nervio ciatico del lado derecho de cada uno
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de los animales, que fue reparado en el momento agudo con cuatro técnicas
quirurgicas diferentes.EIl primer grupo fue el control positivo, en el que para reparar el
defecto nervioso se empled un autoinjerto nervioso. En el segundo grupo se utilizd
aloinjerto nervioso descelularizado liofilizado para tratar la lesion. Para reparar el
defecto en el tercer grupo se utilizé aloinjerto nervioso descelularizado conservado en
fresco y, finalmente, en el cuarto grupo se utilizé un tubo de silicona como injerto y se
consider6 como grupo de control negativo.Los aloinjertos nerviosos acelulares
procedian del nervio ciatico de ratas de la misma cepa y se elaboraron mediante un

protocolo de descelularizacion basado en el uso de detergentes.

Para evaluar la regeneracion, a las 14 semanas se realizaron las pruebas funcionales
(indices funcionales y test de Rotarod) y, en la semana 20, se analizé la histologia y
la morfologia del nervio ciatico reparado, asi como de los musculos de la extremidad

trasera intervenida.
RESULTADOS

Los aloinjertos nerviosos acelulares consiguieron un grado de regeneracion axonal
similar al de los autoinjertos en un defecto de nervio ciatico de rata de 14 mm. Los
datos referidos a las variables funcionales no mostraron diferencias significativas entre
los grupos. Los animales tratados con aloinjertos acelulares conservados en fresco y
los correspondientes al grupo de autoinjertos fueron los que experimentaron menor
atrofia muscular tras la reinervacion, seguidos por los animales del grupo de aloinjertos
liofilizados. Los animales tratados con conductos de silicona sufrieron el mayor grado
de atrofia muscular. ElI diametro de las fibras musculares también fue
significativamente mayor en los animales tratados con aloinjertos acelulares frescos
frente a aquellos en los que se utilizaron autoinjertos o aloinjertos procesados
liofilizados. No se observé ningln caso de reaccion inmunolégica de rechazo y la

viabilidad técnica de los aloinjertos fue éptima en todos los casos.
CONCLUSIONES

La regeneracion axonal tras la reparacién del nervio ciatico con aloinjertos acelulares
procesados no se diferencia de la regeneracidn axonal conseguida mediante
autoinjertos en un defecto de nervio ciatico de rata de 14 mm. La utilizaciéon de dos

métodos de preservacion de los nervios diferentes, fresco y liofilizado, podria afectar
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a la reinervacion muscular. La regeneracion axonal observada no se correlaciona con
los resultados obtenidos en las pruebas funcionales de los animales ni con los

resultados histomorfolégicos del masculo.

RESUMEN (en inglés)

INTRODUCTION

Autologous nerve grafts are the gold standard treatment in the repair of peripheral
nerve injuries that are not amenable to end-to-end coaptation. The technique consists
in harvesting an expendable nerve and use it as an autologous nerve graft to bridge a
nerve gap. However, autografts are a limited resource and can result in donor-site

defects

Currently, in Spain there are several nerve guidance conduits and just one acellular
nerve allograft available as alternative methods for nerve defect repair. This study aims
to search for an acellular nerve allograft as a potential “off-the-shelf’ alternative to
autografting. The main purpose is to show that processed nerve allografts from rats
are a simple, affordable and effective substitute for autografts in a 14-mm rat sciatic

nerve defect.
METHODS

Thirty-two female Wistar rats were randomized into four groups of 8 animals each. A
14-mm nerve defect was created in the right sciatic nerve of each animal and acutely
repaired with four different options. The first group served as the positive control in
which nerve defects were repaired with an isograft. The second group was managed
with fresh acellular nerve grafts and lyophilized acellular nerve allografts were used in
the third group. The fourth group served as the negative control and silicone conduits
were implemented. Adult Wistar rats were used as donors for detergent-processed

nerve allografts.

At 14 weeks post-operatively, every animal was functionally assessed (walking track
analysis and Rotarod). At 20 weeks post-operatively, histomorphometric analysis of

the grafted sciatic nerve as well as the hind leg muscles was conducted.
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RESULTS.

In a 14-mm sciatic nerve gap model, processed nerve allografts promoted a similar
degree of axonal regeneration as autografts. Both autografts and fresh acellular nerve
allografts had the lowest amount of muscle atrophy followed by the lyophilized nerve
allograft group. Nerve defects with silicone conduits resulted in the greatest muscle
atrophy. Fresh processed nerve allografts also had the largest muscle fibre diameter
compared to the data showed for lyophilized processed allografts and isografts. At the
terminal time point, there was no evidence of rejection or degeneration at the grafted

nerve and all acellular nerve grafts were technically workable.
CONCLUSIONS

Axonal regeneration after sciatic nerve repair with processed acellular allografts does
not differ from axonal regeneration achieved by autografts in a 14-mm rat sciatic nerve
defect. The use of two different nerve preservation methods, fresh and freeze-dried,
could affect muscle reinnervation. The axonal regeneration observed does not
correlate with the results obtained in the functional tests nor with the histomorphological

results of the hind leg muscle.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE
DOCTORADO EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR
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50x.



llustracién 26. Corte transversal de aloinjerto acelular fresco de nervio ciatico de
rata tefiido con hematoxilina-eosina visto a microscopia optica con magnificacion
100x.

llustracion 27. Corte longitudinal de aloinjerto acelular de nervio ciatico de rata
teflido con hematoxilina-eosina visto a microscopia 6ptica con magnificacion
100x.

llustracion 28. Corte longitudinal de aloinjerto acelular de nervio ciatico de rata
teflido con DAPI y fotografiado con microscopio de fluorescencia y magnificacion
de 100x.

llustracion 29. Corte longitudinal de aloinjerto acelular de nervio ciatico de rata
tefiido con hematoxilina-eosina visto a microscopia Optica y magnificacion de
200x.

llustracién 30. Corte longitudinal de aloinjerto acelular de nervio ciatico de rata
tefiido con DAPI y fotografiado con microscopio de fluorescencia y magnificacion
de 200x.

llustracion 31. Imagenes de microscopia electronica de barrido de corte
transversal de aloinjerto acelular de nervio ciatico tras procesamiento y

descelularizacion segun el protocolo descrito.

llustracion 32. Foto del andlisis de la pisada de las extremidades traseras en una

rata del grupo A. En azul, la extremidad trasera izquierda y en rojo, la derecha.

llustracion 33. Foto del andlisis de la pisada de las extremidades traseras en una

rata del grupo B. En azul, la extremidad trasera izquierda y en rojo, la derecha.

llustracién 34. Imagen escaneada del andlisis de la pisada de las extremidades
traseras en una rata del grupo C. En azul, la extremidad trasera izquierda y en

rojo, la derecha.

llustracién 35. Foto del andlisis de la pisada de las huellas traseras de una rata

del grupo D. En azul, la extremidad trasera izquierda y en rojo, la derecha.



llustracién 36. Ejemplo de imagenes capturadas. A la izquierda, corte transversal
semifino del segmento distal del nervio ciatico de una rata del grupo A (animal
n°1) tefiido con azul de toluidina visto a 1000x. A la derecha, corte transversal
semifino del segmento medio del nervio ciatico del mismo animal tefiido con azul

de toluidina visto a 1000x

llustracion 37. A la izquierda, corte transversal semifino del segmento medio del
nervio ciatico de una rata del grupo C (animal n® 19). A la derecha, corte
transversal semifino del segmento medio del nervio ciatico de una rata del grupo
C (animal n° 21), ambos tefiidos con azul de toluidina y vistos a 1000x. Se

observa que las muestras no tienen la calidad suficiente como para analizarse.

llustracion 38. Captura de pantalla del programa Fiji ejecutando la macro. Se
observa corte transversal de segmento distal de un animal del grupo B tefiido
con azul de toluidina visto a 1000x. Resaltado en verde los axones seleccionados

automaticamente por el programa.

llustraciébn 39. Captura de pantalla del programa Fiji. Corte transversal de
segmento distal de un animal del grupo B tefiido con azul de toluidina 1000x. Se
observa resaltado en verde los axones seleccionados tras haber afadido

manualmente alguin axén (estrella blanca).

llustracion 40. Fotografia de musculo tibial anterior izquierdo (sano) en animal

del grupo A en la semana 20.

llustracion 41. Fotografia de musculo tibial anterior del lado derecho (a la
derecha de la imagen) y del tibial anterior izquierdo (a la izquierda de la imagen)

en un animal del grupo D en la semana 20.

llustracién 42. Fotografia de musculo gastrochemio medial derecho en animal

del grupo A en la semana 20.

llustraciéon 43. Corte transversal de musculo gastrocnemio medial izquierdo
(izquierda de la imagen) y derecho (derecha de la imagen) de un animal del
grupo A (rata A2) en la semana 20. Tefido con hematoxilina-eosina y visto en

microscopio Gptico a 200x.



llustracién 44. Corte transversal de musculo gastrocnemio medial izquierdo
(izquierda de la imagen) y derecho (derecha de la imagen) de un animal del
grupo B (rata K3) en la semana 20. Tefido con hematoxilina-eosina y visto en

microscopio Gptico a 200x.

llustracion 45. Corte transversal de musculo gastrocnemio medial izquierdo
(izquierda de la imagen) y derecho (derecha de la imagen) de un animal del
grupo C (rata J1) en la semana 20. Tefiido con hematoxilina-eosina y visto en

microscopio 6ptico a 200x.

llustracion 46. Corte transversal de musculo gastrocnemio medial izquierdo
(izquierda de la imagen) y derecho (derecha de la imagen) de un animal del
grupo D (rata C1) en la semana 20. Tefiido con hematoxilina-eosina y visto en
microscopio Optico a 200x. Se observan signos de atrofia muscular con células

musculares mas pequefas y atrofiadas con formas angulares.

llustracion 47. Corte transversal de musculo gastrocnemio medial izquierdo sano
(izquierda de la imagen) y derecho (derecha de la imagen) de un animal del
grupo A (rata A2) en la semana 20. Tefiido con tricromico de Gomori y visto en

microscopio optico a 200x.

llustracion 48. Corte transversal de misculo gastrocnemio medial izquierdo sano
(izquierda de la imagen) y derecho (derecha de la imagen) de un animal del
grupo B (rata K3) en la semana 20. Tefido con tricrdmico de Gomori y visto en

microscopio Gptico a 200x.

llustracion 49. Corte transversal de masculo gastrocnemio medial izquierdo sano
(izquierda de la imagen) y derecho (derecha de la imagen) de un animal del
grupo C (rata J1) en la semana 20. Tefiido con tricromico de Gomori y visto en

microscopio 6ptico a 200x.

llustracion 50. Corte transversal de masculo gastrocnemio medial izquierdo sano
(izquierda de la imagen) y derecho (derecha de la imagen) de un animal del
grupo D (rata C1) en la semana 20. Tefido con tricrbmico de Gomori y visto en

microscopio ptico a 200x.
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1/ INTRODUCCION

El concepto de nervio periférico hace referencia a todos aquellos nervios que
estan fuera del cerebro y de la médula espinal y cuya mision es conectar al sistema
nervioso central con las extremidades y érganos. Las lesiones que afectan a los nervios
periféricos abarcan desde la paralisis del plexo braquial, encargado de controlar los
musculos de la mano, antebrazo, brazo y hombro, pasando por las pardlisis braquiales
obstétricas, hasta las lesiones aisladas de un Unico nervio. Las causas pueden ser
traumaticas, iatrogénicas, tumorales, compresivas o idiopaticas y el tratamiento mas
adecuado depende del tiempo de evolucion, del tipo de lesién y de su localizacion.
Asimismo, las amputaciones de cualquier miembro generan multiples lesiones de
nervios periféricos simultdneamente. Se localizan en el extremo proximal de cada nervio
seccionado y reciben el nombre de neuroma, esto es, un conjunto de axones
desorganizados embebidos en cicatriz que puede derivar en dolor neuropético crénico

0 en un dolor de miembro fantasma (1).

Las lesiones de nervio periférico afectan hasta el 3% de todos los pacientes con
traumatismos (2-5). Anualmente, solo en Estados Unidos se producen mas de 200.000
lesiones nerviosas como consecuencia de traumatismos (6). La mayoria de estas
lesiones nerviosas afectan a la extremidad superior y entre un 1-3% de los traumatismos
de miembro superior asociardn lesiones nerviosas en los primeros meses tras el

traumatismo (7).

Igualmente, a nivel mundial se llevan a cabo mas de 1 millon de amputaciones
al afio como consecuencia de tumores o enfermedades cronicas (diabetes mellitus,
enfermedad vascular periférica) y se espera que la cifra aumente hasta los 3,6 millones
de personas para 2050 (6). La mayoria de estos pacientes padecera alguna forma de
dolor crénico, bien en la extremidad remanente o bien en forma de dolor de miembro
fantasma percibido en la parte del cuerpo amputada (1). La prevalencia de dolor cronico
en la extremidad oscila entre el 10-76%, mientras que las tasas de dolor de miembro
fantasma ascienden hasta el 85%. Todo ello conlleva una peor adaptacion a las prétesis,
una disminucion de la calidad de vida y la necesidad de tratamiento farmacolégico
cronico (1,7-12).
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A pesar de la amplia investigacion en el campo de la heurociencia y la cirugia, la
mejoria de los resultados funcionales obtenidos tras la reparacion de las lesiones
nerviosas continda siendo un desafio. En las lesiones mas complejas de un nervio,
tronco o raiz nerviosa, el mecanismo de lesion o el desbridamiento necesario de la zona
cicatricial genera un defecto segmentario entre los dos entremos del nervio que debe
subsanarse. Generalmente, el tratamiento estandar de los defectos nerviosos en los que
no se puede realizar una sutura directa sin tensién es la realizacién de injertos de nervio
autologos o autoinjertos. En caso de que las lesiones nerviosas sean muy proximales y
los axones tengan que recorrer largas distancias hasta alcanzar el 6érgano diana, las

transferencias nerviosas constituyen el tratamiento de eleccion (12).

Para la realizacion de injertos de nervio autélogo, la técnica consiste en extraer
nervios sanos del paciente e interponerlos en el defecto que queremos reparar. De esta
forma, se sacrifica la funcién de uno o varios nervios del propio paciente para intentar
reparar otro cuya funcion se considera prioritaria. No obstante, la fuente de injertos
nerviosos de cada persona no es ilimitada y la obtencion de los mismos tampoco es

inocua.

Pese a la gran utilidad demostrada por los autoinjertos para evitar las suturas
directas con tension, también existen desventajas asociadas a su uso. La probabilidad
de alcanzar una recuperacion funcional motora o sensitiva aceptable es del 50%.
Ademads, las fuentes de injertos de cada persona son limitadas y puede haber una
discrepancia de calibre entre el injerto obtenido y el nervio a reparar, obteniendo una
reparacion insatisfactoria. Igualmente, la zona donante del injerto deja un area de déficit
funcional permanente, requiere de una segunda incision quirdrgica, puede derivar en la
formacion de un neuroma sintomatico y aflade tiempo y coste al procedimiento (13).
Todos estos inconvenientes han impulsado la busqueda continuada de un sustituto

nervioso para los autoinjertos.

Millesi establecié que el injerto nervioso ideal debia reunir las siguientes
caracteristicas: estar disponible en grandes cantidades, estar compuesto por estroma
con la estructura y las propiedades mecanicas del endoneuro y contener fibroblastos,

capilares y células de Schwann autélogas, preferentemente del nervio a reparar (14).

Con la propuesta de injerto ideal en mente, la comunidad cientifica ha ido
desarrollando sustitutos que permitan la regeneracion nerviosa. Tras la aparicion de

terapias inmunosupresoras aceptables, la utilizacion de aloinjertos nerviosos de cadaver
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se convirtié en una posible alternativa a principios de los afios 90 (14-16). Sin embargo,
la morbilidad asociada al tratamiento inmunosupresor cronico necesario para evitar el
rechazo ha relegado su uso a casos muy puntuales. De entre todas las opciones
desarrolladas hasta la fecha, los aloinjertos nerviosos procesados y los conductos se

han convertido en las alternativas mas utilizadas en la préactica clinica.

Los conductos o tubos guia son estructuras tubulares que encapsulan y facilitan
el crecimiento celular y axonal entre los extremos del nervio y crean un ambiente
propicio para la regeneracion nerviosa (15). Los tubos permiten el alineamiento
macroscépico de los dos extremos del nervio y contienen el fluido que surge del nervio
seccionado. Este fluido forma una matriz que soporta la migracién de las células entre
los dos cabos del nervio. Su principal inconveniente es que, si la distancia es larga o el
calibre del nervio demasiado grande, el cable que se forma es fino y el nervio regenerado
adopta la forma de un reloj de arena. Esta limitacion para la regeneracién axonal esta
presente tanto en los primeros tubos de silicona sintetizados como en los conductos

biodegradables mas modernos (13).

Actualmente, hay aprobados para su uso en humanos hasta 7 conductos
diferentes, todos ellos con caracteristicas similares (12). Son tubos semipermeables y
biodegradables de colageno o poliéster que permiten la difusion de oxigeno y
micronutrientes al interior de la matriz de fibrina. Tras numerosos estudios, su uso en la
practica clinica se reserva para: defectos nerviosos no criticos de <1 cm en nervios
digitales, proteccién de suturas nerviosas y puente de unidon temporal hasta la

reconstruccion definitiva en heridas no subsidiarias de reparacion urgente (13,16,17).

Recientemente, los aloinjertos nerviosos acelulares o aloinjertos nerviosos
procesados se han impuesto al uso de conductos e incluso al de autoinjertos nerviosos
en determinados casos. Se estima que alrededor de un 70% de cirujanos de mano
norteamericanos usan aloinjertos acelulares en su practica clinica habitual (18). Los
injertos de nervio acelulares son estructuras que conservan gran parte de las proteinas
de la matriz extracelular al tiempo que reducen al minimo el contenido de restos
celulares que pueden producir una reaccion de rechazo inmunolégico en el huésped.
Su principal ventaja es que, a pesar de no contener células, mantienen una matriz
extracelular organizada muy similar a la matriz de los nervios nativos que sirve de
soporte para la migracion celular y la angiogénesis. Esta Ultima caracteristica es la que

les otorga superioridad frente a los conductos comercializados (3,19). Su principal
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diferencia con respecto a los injertos de nervio autologos es que estos contienen células
nativas y que deben llevar a cabo un proceso de degeneracién (degeneracion
walleriana) previo antes de ser colonizados por el nuevo frente de regeneracion
nerviosa, mientras que los aloinjertos procesados son acelulares y ya han sufrido ese

proceso de predegeneracion antes de implantarse (13).

Existen numerosos métodos de procesamiento de nervios a partir de aloinjertos
nerviosos de cadaver tales como la liofilizacién, la criopreservacion, la congelacién-
descongelacion, procesamiento con detergentes y la irradiacion (20). El primero en
obtener un aloinjerto nervioso acelular de cadaver humano mediante el uso de
detergentes fue Johnson en los afios 80 (21). Posteriormente, Sondell mejoré el proceso
de descelularizacién empleando dos detergentes: Triton X-100 y desoxicolato de sodio
(anion) (22). En 2004, Hudson elaboré un nuevo protocolo combinando tres detergentes:
Triton X-200, sulfobetaine-10 y sulfobetaine-16, con resultados superiores a los
presentados por Sondell (23,24). Finalmente, en 2008 el método de Hudson se completé
afiadiendo la enzima condroitinasa ABC para eliminar el proteoglicano condroitin-6-
sulfato, glicoproteina localizada en la ldmina basal que inhibe la regeneracion axonal e
incrementan el riesgo de regeneracion aberrante, obteniendo el Gnico aloinjerto nervioso
acelular comercializado hasta la fecha: Avance de AxoGen® (AxoGen, Inc., Alachua,
Florida) (3,13). Este producto debe conservarse a temperaturas de < -40°C, se comporta
como un injerto, por lo que tienen que utilizarse en lechos bien vascularizados y el limite

de longitud comercial es de 70 mm.

El resultado final de cualquier reparacion nerviosa esté influenciado por una serie
de variables entre las que se incluyen la distancia que deben superar los axones, la
disminucién en la capacidad de regeneracién axonal asociada al paso del tiempo, el
crecimiento aberrante de los axones, la atrofia de los 6rganos diana, el tamafio del
defecto, el calibre del nervio implicado y la naturaleza del nervio (sensitivo, motor o
mixto) (19,25-27). En lineas generales, los autoinjertos permiten obtener resultados
mas consistentes y superiores a los conseguidos por los dispositivos alternativos
disponibles. De hecho, si se ordenan jerarquicamente, los autoinjertos consiguen el
mayor grado de regeneracidn axonal a través del defecto nervioso, seguido de los
aloinjertos nerviosos acelulares y, en ultimo lugar, estarian los conductores o tubos
(28,29). Pese a ello, existen situaciones clinicas en las que se prioriza el uso de las
alternativas frente a los autoinjertos. Por ejemplo, en aquellos casos en los que la

obtencion de un injerto de nervio del paciente sea contraproducente, esto es, que se
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sacrifique un nervio de pequefio calibre que recoja la sensibilidad no critica de un
territorio para reparar otro nervio sensitivo, no critico y de pequefio tamafo. Otra
situacion en la que se preferiria el uso de aloinjertos acelulares o conductos es en
pacientes que ya padecen un sindrome de dolor crénico, ya que el mufidn del nervio
donante tendria altas probabilidades de convertirse en un neuroma doloroso. Este tipo
de situaciones en las que el dafio que se pueda ocasionar al obtener el injerto nervioso
sea superior al beneficio potencial del uso del autoinjerto justifican la utilizacion de los

sustitutos nerviosos.

Finalmente, también hay que tener en cuenta el coste total de cualquiera de los
tres métodos. El precio de los aloinjertos procesados y los conductos oscila entre 1000
$ y 2200 $ para longitudes similares. En el Hospital Universitario Central de Asturias,
cada hora de quiréfano tiene un coste de 711,74 € (30). Teniendo en cuenta que para
obtener un injerto aut6logo de nervio sural o de nervio cutaneo antebraquial medial
(nervios utilizados frecuentemente en la practica clinica como autoinjertos) se tardaria
alrededor de 30 minutos, los métodos alternativos podrian suponer un ahorro con
respecto al tratamiento estandar, sobre todo si al coste final del tratamiento con
autoinjertos también se le afiade el coste adicional de las complicaciones derivadas de
la zona donante del injerto (13,31,32).

Por todo lo anteriormente expuesto, es fundamental establecer las indicaciones

clinicas actuales de los aloinjertos nerviosos acelulares:
- Injerto de defectos nerviosos sensitivos no criticos (33).

- Tratamiento de dolor cronico de la extremidad o dolor de miembro fantasma:
reseccion del neuroma y trasposicion del mismo conectando el extremo del
nervio a un segmento de 5 cm de aloinjerto procesado. De esta forma se
consigue alejar el neuroma del cabo proximal del punto de irritacién y se
proporciona un ambiente propicio para que los axones se agoten en el aloinjerto,

evitando la formacién de un nuevo neuroma (34,35).

- Injertos de extensién en transferencias termino-laterales sensitivas en casos

de sensibilidad rudimentaria o cuando no hay nervio autélogo disponible (13,36).
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- Defectos distales en nervios mixtos (mediano, cubital) de menos de 5 cm, en
pacientes no subsidiarios de extraccién autoinjertos (surales) debido a sus

comorbilidades (Ulceras varicosas, isquemia de miembros inferiores, etc.).
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2/ HIPOTESIS Y OBJETIVOS

/ HIPOTESIS DE TRABAJO

Este estudio pretende acometer la blusqueda de sustitutos nerviosos alternativos
a los injertos de nervio autdlogos para la reparacion de defectos segmentarios en

nervios del sistema nervioso periférico.

Para ello, se compar6 el grado de regeneracidn nerviosa logrado en un defecto
de nervio periférico reparado mediante aloinjerto nervioso acelular en contraposicién a

la técnica estandar actual, los injertos nerviosos autélogos.

La cuestion clave planteada en la investigacién es demostrar que el aloinjerto
acelular de nervio ciatico en rata constituye una alternativa sencilla y eficaz a la
reparacion con nervio autdlogo en defectos segmentarios del sistema nervioso

periférico.
[ OBJETIVOS

Obijetivo principal:

- Comparar el grado de regeneracion nerviosa obtenido con aloinjertos
acelulares y con autoinjerto mediante variables histomorfoldgicas del nervio,

histomorfolégicas del misculo y pruebas funcionales.
Obijetivos especificos:

- Sentar las bases para desarrollar aloinjertos acelulares de donantes

humanos.

- Comparar dos métodos diferentes de preservaciéon de aloinjertos nerviosos

acelulares: en fresco o liofilizados.

- Evaluar la correlacién existente entre las variables histomorfol6gicas del

nervio y las histomorfolégicas del masculo.
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- Evaluar la correlacién existente entre las variables histomorfolégicas del

nervio y las pruebas funcionales.

- Evaluar la correlacién existente entre las variables histomorfolégicas del

musculo y las pruebas funcionales.

- Desarrollar una herramienta de analisis histomorfoldégico semiautomatizada

para estudios en el sistema nervioso periférico.
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/ DISENO

Se diseid un estudio experimental con 32 ratas Wistar hembras, distribuidas
pseudoaleatoriamente entre cuatro grupos experimentales de 8 ratas cada uno. El
estudio experimental se baso6 en la creacion de un defecto unilateral de 14 mm en el
nervio ciatico del lado derecho de cada uno de los animales de experimentacion, que

fue reparado en el momento agudo con cuatro técnicas quirdrgicas diferentes.

El primer grupo fue el control positivo, en el que para reparar el defecto creado
en el nervio ciatico se empleé un autoinjerto nervioso (grupo A). En el segundo grupo
se utilizé aloinjerto nervioso descelularizado liofilizado para tratar la lesion (grupo B).
Para reparar el defecto en el tercer grupo, se utilizé aloinjerto nervioso descelularizado
conservado en fresco (grupo C). Finalmente, en el cuarto grupo se utilizé un tubo de
silicona para realizar la reparacion (grupo D) y se consider6 como grupo de control

negativo.

A las 14 semanas se realizaron las pruebas funcionales a cada uno de los
animales de experimentacion de cada grupo y, en la semana 20, se sacrificaron para
analizar la histologia y la morfologia del nervio ciatico reparado, asi como de los
musculos de la extremidad trasera intervenida (derecha) en comparacion con la
extremidad trasera sana (izquierda) en todos los casos.

Tabla 1. Esquema del disefio experimental de los 4 grupos del estudio. De arriba a abajo: nombre del grupo,
funcién del grupo, método de reparacion y fuente u origen del método de reparacion.

Nombre Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Grupo Control positivo Experimental Experimental Control negativo
- Aloinjerto Aloinjerto
. Autoinjerto . . .
Injerto : nervioso acelular  nervioso acelular  Tubo de silicona
nervioso e
liofilizado fresco
Fuente Nervio ciatico de Nervio ciatico de Nervio ciatico de Catéter venoso

rata autoldgo

rata donante

rata donante

periférico 20G
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llustracion 1. Esquema grafico de la reparacion del defecto de 14 mm del nervio ciatico derecho en ratas
segun el grupo experimental. El degradado del segundo modelo representa la rotacién de 180° del
autoinjerto de nervio ciatico. La izquierda de la imagen es la zona proximal.

I T

Nervio ciatico sano

Autoinjerto

Aloinjerto acelular
liofilizado

Aloinjerto acelular fresco

Tubo de silicona

[ ANIMALES

Se utilizaron 32 ratas Wistar (Wistar IGS Rat, Charles River), todas ellas hembra
adultas de 190-280 g de peso y 2-4 meses de edad (proporcionadas por la Unidad de
Bioterio e Imagen Preclinica de la Universidad de Oviedo) como sujetos del

experimento.

/ JUSTIFICACION DEL MODELO

Para elegir el modelo animal que mas se adecuaba a nuestros objetivos se tuvo
en cuenta las ventajas e inconvenientes de cada modelo disponible. Mas del 90% de los

articulos publicados sobre regeneracion nerviosa estan basados en un modelo animal
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con ratas (37). Entre las ventajas del modelo esta el mayor tamafio de las ratas frente a
los ratones, facilitando la técnica microquirdrgica, la existencia de pruebas funcionales
comparables y estandarizadas y la mayor capacidad de adaptacion de las ratas frente
a los ratones (38). Ademas, a nivel de microscopia optica y electronica, el nervio de las

ratas es muy similar a los nervios humanos (39).

Por otro lado, se eligié el nervio ciatico como nervio para llevar a cabo el
experimento porque es el tipo de nervio mas utilizado para evaluar la recuperacion de
la funcién motora, por lo que es mas sencillo comparar los resultados obtenidos en el
procedimiento con los presentados por otros investigadores que utilizaron el mismo
modelo. Igualmente, el nervio ciatico tiene un buen calibre, es facilmente accesible y
presenta pocas ramas colaterales proximales a su division en la rodilla, lo que favorece

su eleccion (37).

Asimismo, el estudio se realizé con ratas hembras porque tienden a crecer
menos, presentando una agresividad menor que la de los machos, haciendo mas facil
su estabulacion y disminuyendo el riesgo de autotomia que implican los experimentos
en nervios periféricos. En esta misma linea, se sabe que las hormonas sexuales
femeninas ejercen un marcado efecto neuroprotector que estimula la regeneracion
nerviosa (40,41). Finalmente, se ha visto que la recuperacion tras lesiones de nervio
periférico y las conclusiones que se obtienen son similares entre todas las cepas de rata
utilizadas, por lo que se escogieron las ratas Wistar con las que los investigadores

estaban mas familiarizados (37,39).

/ ALOJAMIENTO Y CUIDADO DE ANIMALES

Para la experimentacién animal se utilizaron las instalaciones de la Unidad de
Bioterio e Imagen Preclinica de los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de
Oviedo (N° de registro: ES 33044 13A). Todos los experimentos fueron aprobados por
el Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de Oviedo (ver Anexos).
Los animales se alojaron en jaulas de 3 en 3 desde la décima semana de vida,
minimizando asi los problemas de agresibn que se pueden dar entre sujetos
desconocidos, volviéndose a colocar de nuevo en la misma jaula al terminar la cirugia
para beneficiarse de la memoria social (42). Las jaulas se nombraron mediante las letras

del abecedario en orden de la A-Z, y, para poder identificar las 3 ratas dentro de cada
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jaula, se realizé un marcaje en la oreja del animal (rata 1: ausencia de marcaje; rata 2:
marcaje oreja derecha; rata 3: marcaje oreja izquierda) al finalizar la intervencion y antes

de despertarlos de la anestesia.

Todos los animales se conservaron en unas condiciones constantes de
temperatura y humedad adecuadas, con ciclos de luz-oscuridad de 12/12 horas y con
acceso ad libitum a alimento y agua. Se realizé seguimiento del bienestar del animal
mediante monitorizacién estrecha cada 12 horas de la ingesta de alimento y agua, el
dolor, el aspecto de las heridas, el estado de la extremidad intervenida y su actividad
fisica. Este control se mantuvo durante la primera semana vigilando los parametros dos
veces al dia y, posteriormente, una vez al dia hasta proceder a la eutanasia de los
animales segun el protocolo vigente. Para evitar la aparicién de escoriaciones o lesiones
de cualquier otro tipo en la extremidad trasera derecha se coloc6é mas viruta en las

jaulas.

Todas las intervenciones quirlrgicas se realizaron bajo anestesia intraperitoneal
con xilacina 5 mg/kg (Rompun®, Bayer Hispania S.L., Barcelona) y ketamina
hidrocloruro 75 mg/kg (Imalgene®; Merial Laboratorios S.A., Barcelona) combinada con
analgésicos como la buprenorfina 0,2-0,5 mg/kg (Bupaq®, Laboratorios Karizoo S.A.,
Barcelona) y el carprofeno 5-10 mg/kg (Rimadyl®, Zoetis Spain S.L., Madrid)
administrados de forma subcutanea a las dosis recomendadas segin peso. Se mantuvo
la anestesia durante la intervencion con inhalacion continua de isoflurano 1,5% (Isoflo®,
Esteve Veterinaria, Ciudad Real). Se administré profilaxis antibiética con enrofloxacino
2.5% (Alsir®, Ecuphar Veterinaria S.L.U., Barcelona) a dosis de 5 mg/kg peso cada 12
horas por via intraperitoneal 15 minutos antes de empezar la intervencion y habiendo
administrado ya los fArmacos anestésicos. Para el tratamiento del dolor postoperatorio,
se administré6 buprenorfina (dosis segln peso) en el agua cada 12 horas junto con

carprofeno (dosis segun peso) cada 24 horas durante los primeros cinco dias.

Los criterios de punto final definidos fueron: pérdida de peso mayor del 20%,
dolor no controlable con analgesia habitual, mutilacion de la extremidad intervenida y la

presencia de Ulceras y heridas que no mejoraban pese a las curas frecuentes.

El método escogido para la eutanasia fue la sobredosis anestésica con
pentobarbital s6dico 100 mg/kg (Dolethal, Vétoquinol E.V.S.A., Madrid) intracardiaco

tras anestesia general de la rata con isoflurano 2%.
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/ JUSTIFICACION DEL TAMANO MUESTRAL

Para el calculo del tamafio de la muestra hemos utilizado el andlisis de la
varianza (ANOVA). Teniendo en cuenta que el error alfa elegido es de 0,05 y el error
beta de 0,20, la variable seleccionada es el numero de axones presentes en el segmento
distal al injerto. Sabiendo que se pretende detectar una diferencia minima de 1000
axones, con desviacion estandar de 500 axones a las 12 semanas, y estimando que
haya un 15% de pérdidas, el nimero de ratas necesario al final del estudio seria de 8

por grupo (43).

| PREPARACION DEL INJERTO

Para la preparacion de los aloinjertos del grupo B y C se extrajo el nervio ciatico
de ambas patas traseras de ratas Wistar de 200-350 g. Estos animales se utilizan
normalmente en practicas de microcirugia experimental en el Servicio de Cirugia
Plastica del Hospital Universitario Central de Asturias y se aprovecharon una vez

concluida la préctica.

El procedimiento se realizd6 bajo anestesia intraperitoneal mediante la
administracién de ketamina hidrocloruro 75 mg/kg (Imalgene®; Merial Laboratorios S.A.,
Barcelona) y xilacina 5 mg/kg (Rompun®, Bayer Hispania S.L., Barcelona) junto con
analgesia subcutanea con carprofeno 5-10 mg/kg (Rimadyl®, Zoetis Spain S.L., Madrid).
y buprenorfina 0,2-0,5 mg/kg (Bupaq®, Laboratorios Karizoo S.A., Barcelona).
Habiéndose rasurado las extremidades traseras y en condiciones de antisepsia, se
realizé una incision desde el céccix hasta el condilo femoral lateral exponiendo el biceps
femoral. Mediante diseccién roma se separ6 el biceps femoral y el gliteo superficial
para exponer el nervio ciatico desde su orificio de salida hasta su trifurcacién a nivel de
la rodilla. Bajo microscopio quirlrgico y siempre realizado por el mismo cirujano
(M.J.M.), se extrajo el injerto desde la zona inmediatamente distal a la salida de la rama
para el biceps femoral hasta los 5 mm proximales a la trifurcacion del nervio a nivel de
la rodilla. Este procedimiento se hizo en ambos lados. Normalmente, los injertos
obtenidos alcanzaron los 20 mm. Una vez obtenidos, los injertos se sumergieron
inmediatamente en un recipiente estéril con suero salino fisioldgico (NaCl 0,9%, B.

Braun, Barcelona) y se almacenaron a 4-8°C. Por ultimo, se sacrificaron los animales
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donantes mediante inyeccion intracardiaca de pentobarbital sodico 100 mg/kg (Dolethal,
Vétoquinol E.V.S.A., Madrid).

/ PROTOCOLO DE DESCELULARIZACION

En menos de 24 horas, los injertos se sometieron a un proceso de incubacion
con solucion hiperténica 1 M de NaCl (Sigma Aldrich Inc.) y agitacion media durante 24
horas. A continuacion, se lavo la muestra con dodecilsulfato sédico (sodium dodecyl
sulfate, SDS) (Sigma Aldrich Inc.) 0,1% y tampdn fosfato salino (phosphate-buffer saline,
PBS) (Thermo Fisher Scientific) 1x en agitacion media constante durante 3 dias. Los
injertos obtenidos se destinaron a los dos grupos experimentales B y C variando el
sistema de preservacion. En el caso de los aloinjertos descelularizados conservados en
fresco, se almacenaron en un recipiente estéril con suero salino (NaCl 0,9%, B. Braun,
Barcelona) a 4°C tras finalizar el procesamiento. En el caso de los aloinjertos
descelularizados liofilizados, se congelaron a -80°C durante 24 horas y, a continuacion,
se procedié a su liofilizacién (LyoQuest, Telstar®). Posteriormente, se conservaron en

un bote estéril sin ninguna solucién.

/ TECNICA QUIRURGICA

Las intervenciones se realizaron en el quir6fano experimental de la Unidad de

Bioterio e Imagen Preclinica de la Universidad de Oviedo en condiciones de asepsia.

La induccion anestésica se realizO mediante inyeccidn intraperitoneal de
ketamina hidrocloruro 75 mg/kg (Imalgene®; Merial Laboratorios S.A., Barcelona) y
xilacina 5 mg/kg (Rompun®, Bayer Hispania S.L., Barcelona). Se utilizd la via
subcutanea con carprofeno 5-10 mg/kg (Rimadyl®, Zoetis Spain S.L., Madrid). y
buprenorfina 0,2-0,5 mg/kg (Bupag®, Laboratorios Karizoo S.A., Barcelona) y se
mantuvo la anestesia durante el procedimiento con inhalaciéon continua de isoflurano
1,5% (Isoflo®, Esteve Veterinaria, Ciudad Real). Se administré profilaxis antibi6tica con
enrofloxacino 2.5% (Alsir®, Ecuphar Veterinaria S.L.U., Barcelona) a dosis de 5 mg/kg
peso cada 12 horas durante 1 dia. Para preservar la normotermia del animal se utilizé

una manta eléctrica colocada debajo del sujeto. Todos los procedimientos quirargicos
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se realizaron bajo microscopio quirargico (Leica Microsystems GmbH) y por el mismo

investigador (M.J.M.).

El material quirdrgico estéril utilizado para realizar las intervenciones viene

descrito en la tabla 2.

Tabla 2. Material quirdrgico necesario para realizar la técnica quirdrgica.

Parfio fenestrado.

Bisturi n°® 15.

Seda 3-0.

Tijeras de iris.

Pinzas de Adson con dientes.

Portaagujas

2 pinzas de relojero.

Tijeras curvas de microcirugia.

Portaagujas de Barraquer.

Aguja subcutdnea 16 mm.

Agrafes (Manipler® AZ, B. Braun

Espafia, Barcelona).

Nylon 4-0 (Ethilon™, Ethicon,
Somerville, NJ).

Polipropileno 10-0 (Prolene™,

Ethicon, Somerville, NJ).
Nylon 8-0 (Ethilon™, Ethicon,

Somerville, NJ).

Poliglactina 4-0 (Vicryl™, Ethicon,
Somerville, NJ).

Gasas de hilo.

Jeringa 2 mL.

10 mL suero salino 0.9%.

El nervio ciatico se forma de la unioén de las raices espinales correspondientes a

los niveles L4-L6 y, posteriormente, se organiza en fasciculos. Tras salir por el agujero

ciatico y entrar en la extremidad inferior, da las ramas para los extensores de cadera y

flexores de la pierna y desciende por debajo del gluteo medio hacia el muslo. A nivel del
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tercio medio del muslo se divide dando lugar al nervio tibial, el peroneo, el sural y el
nervio cutaneo posterior. El nervio peroneo inerva al musculo tibial anterior y al extensor
largo de los dedos y el nervio tibial a los flexores plantares (gastrocnemios), flexores de
los dedos vy tibial posterior (44). Topograficamente, el nervio ciatico se localiza en el

muslo entre el musculo glateo superficial y el biceps femoral (45,46).

Antes de comenzar la cirugia, se rasur6 la extremidad trasera derecha y se
colocé al animal en decubito prono con las dos extremidades separadas en angulo de
45-60°. Tras marcar la superficie a intervenir con povidona yodada 10% (Betadine®
solucion dérmica, VIATRIS Pharmaceuticals S.A.U., Madrid) y colocar el pafio
fenestrado, se realizé la incision desde el coccix hasta el céndilo femoral lateral para
localizar el biceps femoral, que se debe separar cuidadosamente para evitar dafiar el
pediculo vascular. A continuacion, se secciondé completamente el nervio ciatico 5 mm
proximal a su trifurcacion y, tomando como referencia la aguja subcutanea, se cort6 el
nervio en su extremo proximal para obtener el segmento de 14 mm de nervio ciatico
necesario para crear el defecto nervioso. Se utiliz6 la aguja que mide 16 mm y se cort6
el nervio justo por dentro de los limites de la misma. Esta primera parte de la técnica

quirurgica fue comun para los cuatro grupos experimentales.

En los animales del grupo A, el defecto nervio se tratdé con un autoinjerto
nervioso. Para ello se rotd 180° el segmento de nervio ciatico obtenido al crear el defecto
y se suturd proximal y distalmente con 4 puntos epineurales de polipropileno 10-0

(Prolene™ Ethicon, Somerville, NJ) en cada extremo.

En el grupo B (aloinjerto acelular liofilizado), el primer paso fue afiadir suero
salino fisiolégico (NaCl 0.9%, B. Braun, Barcelona) al aloinjerto liofilizado para
rehidratarlo (10 minutos). El defecto de nervio ciatico se reparé con 14 mm del aloinjerto
rehidratado suturado con 4 puntos epineurales de polipropileno 10-0 en cada extremo.
En las ratas del grupo C (aloinjerto descelularizado fresco), una vez localizado el nervio
ciatico y creado el defecto de 14 mm, se abrié el recipiente estéril con el aloinjerto
descelularizado conservado en fresco y se corté a la medida de 14 mm, suturandose los

extremos proximal y distal con 4 puntos epineurales de polipropileno 10-0 en cada uno.

Finalmente, a los animales del grupo D, considerados como el grupo control
negativo, se les repard la lesién nerviosa interponiendo un tubo transparente de
poliuretano certdn (catéter intravenoso periférico 20GA, Introcan Safety®, Braun,

Barcelona) de 14 mm suturado en los extremos proximal y distal con 4 puntos de nylon
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8-0 (Ethilon™  Ethicon, Somerville, NJ). En este caso fue necesario utilizar una sutura

mas fuerte para que la aguja pudiera atravesar la pared del tubo.

En los cuatro grupos, una vez finalizada la sutura nerviosa o neurorrafia, se irrigd
la zona con suero salino y se procedio al cierre de la fascia muscular y la piel con puntos
sueltos invertidos de poliglactina 4-0 (Vicryl™, Ethicon, Somerville, NJ) y nylon 4-0
(Ethilon™ Ethicon, Somerville, NJ), respectivamente. Se reforzé la sutura cutanea con
agrafes. Antes de terminar, se realiz6 el marcaje en la oreja como método de
identificacion de los animales de experimentacién en la jaula. Posteriormente, se
envolvié a los animales en papel para mantenerlos calientes y que se recuperasen antes
de regresar a la sala de mantenimiento convencional. Cada animal fue devuelto a su

jaula original.

A las 20 semanas de la cirugia inicial, se volvié a anestesiar a las ratas mediante
inhalacién de isofluroano 2% y se procedié a la eutanasia de las mismas con inyeccion
intracardiaca con pentobarbital a dosis de 100 mg/kg. Una vez sacrificada y en
condiciones de esterilidad, se realiz6 una incision desde el coccix hasta el condilo
femoral lateral y se procedié a extraer el nervio ciatico completo de la extremidad
derecha desde su salida del agujero ciatico hasta su trifurcacién en la rodilla. Asimismo,
se obtuvo el nervio ciatico intacto del lado izquierdo en toda su longitud. Ambos nervios
se conservaron en recipientes individuales con paraformaldehido al 4%. Al mismo
tiempo se extrajo el musculo tibial anterior y gastrocnemio medial de cada lado para
poder pesarlos y analizarlos histologicamente. Todas las muestras se conservaron en

recipientes individuales con paraformaldehido 4% (ilustracion 1).

Marta de Juan Marin | 54



3/ MATERIAL Y METODOS

llustracion 2. Fotografia del abordaje para la obtencién de los nervios ciaticos de ambos lados y de los
musculos en un animal del grupo C. En la primera imagen se observa la linea fascial entre gltteo superficial
y biceps femoral. En la segunda, nervio ciatico expuesto en ambos lados tras seccién y retraccién de biceps

femoral. En la tercera, detalle de ambos nervios ciaticos.
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| PRUEBAS FUNCIONALES

A las 14 semanas se evalud la funcién motora mediante dos pruebas: los indices

funcionales del nervio ciético, tibial y peroneo calculados tras analizar la pisada de la
rata y el test del Rotarod.

/ ANALISIS DE LA PISADA

El andlisis consiste en registrar y examinar la huella que dejan las patas traseras
de la rata al caminar en linea recta. Se hizo caminar a la rata por un pasillo de 8,2 x 42
cm oscurecido al final y tapizado por un papel de filtro blanco (47,48). Para que quedaran
marcadas las pisadas, se humedecieron las plantas de las patas traseras con colorante
alimenticio: rojo para el lado derecho y azul para el izquierdo. Para aumentar la fiabilidad
y consistencia del registro, se estableci6 como criterio de validez la presencia de 3
huellas consecutivas de la misma extremidad en linea recta y en la misma hoja en
blanco. Se realizaron dos registros por cada rata. En casos en los que las huellas
estaban poco definidas, emborronadas o fueran muy irregulares, se repitié la prueba
hasta conseguir dos muestras validas.

llustracion 3. Cambios en la marcha asociados con lesiones selectivas del nervio tibial posterior, peroneo y
ciatico. Imagen tomada del articulo original firmado por Bain et al. Bain JR, Mackinnon SE, Hunter DA.
Functional evaluation of complete sciatic, peroneal, and posterior tibial nerve lesions in the rat. Plast
Reconstr Surg. enero de 1989;83(1):129-38.

Nerve lesion Print length  Ankle dorsiflexion  Toe spread Gait abnormality

Normal % @ iué
Posterior @ 1 Print length
tibial | Toe spread

1 Ankle dorsiflexion
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\

| Print length
| Toe spread
| Ankle dorsiflexion

Peroneal

1 Print length
| Toe spread
1 Ankle dorsiflexion

Sciatic
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Las medidas que se recogieron fueron:

- la distancia desde el dedo gordo de la extremidad de un lado hasta el dedo
gordo de la extremidad del lado contrario; distancia a la extremidad contraria (to

the opposite foot, TOF).

- la distancia desde el talon hasta el dedo gordo del mismo pie; longitud de la

huella (plantar length, PL).

- la distancia entre el dedo gordo y el dedo pequefio; extension del dedo gordo

(toe spread, TS).

- la distancia entre el segundo dedo y el cuarto; extension intermedia del dedo

gordo (intermediate toe spread, IT).

Todas las medidas se tomaron tanto para el lado experimental (afiadiendo la
letra E a las siglas correspondientes a la medida) como para el lado no intervenido
(afiadiendo la letra N a las siglas de las medidas). NTOF se corresponderia con la
distancia desde el primer dedo del lado sano hasta el primer dedo del lado opuesto. Se
tomo siempre el valor mas alto de los dos registros obtenidos para cada una de las
variables. En los casos en los que la distancia entre el primer y quinto dedo o entre el

segundo y el cuarto no se pudieran medir, se les asigné un valor de 6 mm (48).

INDICE FUNCIONAL DEL CIATICO (Sciatic functional index, SFI)

El indice funcional del ciatico se calculé siguiendo la férmula descrita
previamente por Bain (48). El resultado se interpreta teniendo en cuenta un valor de -
100% para los animales con seccion del nervio ciatico y con un valor de 0% para los
animales sanos. Es técnicamente posible obtener un valor inferior a -100%, ya que en
la férmula hay varias constantes (49). Hay que tener en cuenta que la automutilacién o

la retraccién muscular crénica pueden impedir su realizacion.
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llustracion 4. Férmula para el calculo del indice funcional del ciatico descrita por Bain en 1989 resultante de
una regresion lineal maltiple. EPL: experimental print length. NPL: normal print length. ETS: experimental toe
spread. NTS: normal toe spread. EIT: experimental intermediary toe spread. NIT: normal intermediary toe
spread.

-38,3(factor longitud huella) + 109,5(factor extension dedo gordo) + 13,3(factor
extension intermedia dedo gordo) — 8,8

EPL — NPL

SFI = -38,3 (
NPL

ETS — NTS EIT — NIT
i 100,5 (ETSNTS) g g (EIT-NITy g g

NTS NIT

INDICE FUNCIONAL DEL TIBIAL (Tibial functional index, SFI)

Utilizando las medidas del andlisis de la pisada se calcul6 el indice funcional del
nervio tibial mediante la formula obtenida mediante regresién lineal maltiple (48). El
resultado se interpreta teniendo en cuenta un valor de -100% para los animales con
seccion del nervio ciatico y con un valor de 0% para los animales sanos.
llustracion 5. Férmula para el calculo del indice funcional del tibial descrita por Bain en 1989 resultante de
una regresion lineal miltiple (12). EPL: experimental print length. NPL: normal print length. ETS:

experimental toe spread. NTS: normal toe spread. EIT: experimental intermediary toe spread. NIT: normal
intermediary toe spread.

-37,2(factor longitud huella) + 104,4(factor extensién dedo gordo) + 45,6(factor

extension intermedia dedo gordo) — 8,8

EPL — NPL

TFI = -37,2
. ( NPL

ETS — NTS EIT — NIT
>+ 104,4(—) 45, (—

NTS NIT ) -88

INDICE FUNCIONAL DEL PERONEO (Peroneal functional index, SFI)

Utilizando las medidas del andlisis de la pisada se calcul6 el indice funcional del
nervio peroneo mediante la férmula obtenida mediante regresion lineal maltiple (48). El
resultado se interpreta teniendo en cuenta un valor de -100% para los animales con

seccion del nervio ciatico y con un valor de 0% para los animales sanos.
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llustracion 6. Formula para el célculo del indice funcional del tibial descrita por Bain en 1989 resultante de
una regresion lineal multiple (12). EPL: experimental print length. NPL: normal print length. ETS:
experimental toe spread. NTS: normal toe spread.

174,9(factor longitud huella) + 80,3(factor extensioén dedo gordo) — 13,4

EPL—NPL) (ETS—NTS

PFI = 174’9( NPL NTS

) -13,4

/| TEST DEL ROTAROD

El Rotarod es un dispositivo que consta de cuatro bovinas elevadas que giran en
un eje comun y que estan separadas entre si por paredes. La velocidad de rotacién de
las bovinas es ajustable, incluso se puede mantener constante o ir acelerando en un
intervalo de tiempo. Asimismo, cuenta con una pantalla que registra la velocidad
(revoluciones por minuto, rpm) y el tiempo (segundos, s) que lleva el animal rotando

encima de cada una de las bovinas.

Se trata de una prueba muy sensible que analiza la coordinacion motora
midiendo el tiempo que aguanta el animal en una bovina desde el inicio de la rotacion

hasta que el animal cae en la tabla base (50).

La prueba realizada fue un test de aceleracién de 4 rpm a 40 rpm en 10 minutos.
La variable de resultado era la latencia (s), esto es, los segundos que duraba la rata
rotando encima de la bovina hasta caerse y la velocidad (rpm) que llevaba el Rotarod
en ese mismo momento. Se realizaron cuatro ensayos por rata en el mismo dia
espaciados 45 minutos entre si. El dia de antes a la prueba definitiva y a la misma hora,
se les realiz6 un entrenamiento que consistid en que la rata se mantuviera a 4 rpm
durante mas de 60 segundos y, tras 30 minutos de descanso, debia mantenerse a 8
rpm durante 60 segundos mas. Al dia siguiente, se realiz6 la prueba definitiva con los 4

ensayos (trials) tal y como se ha descrito anteriormente.
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/ HISTOMORFOLOGIA DEL NERVIO

El analisis histolégico del nervio se realizé con muestras obtenidas en la semana
20 tras la cirugia inicial. Una vez extraidos los nervios, se colocaron en recipientes
estériles con paraformaldehido (PFA) al 4% durante 12-24 horas. Después se postfijaron
sumergiéndolos en tetroxido de osmio al 1% (Solucién tetréxido de osmio 4% en agua,
Sigma-Aldrich). En cada nervio del lado derecho (intervenido quirdrgicamente en todos
los grupos) se realizaron tres cortes transversales: uno en el segmento proximal al
injerto, otro en el punto medio del injerto y otro distal a la sutura distal del injerto
(ilustracion 6). Cada una de estas muestras se identificO como segmento proximal,
medio o distal, respectivamente. A continuacion, de cada uno de los cortes se extrajeron
dos muestras: una para parafina y técnicas convencionales con hematoxilina de Harris
(Merck) y otra para resinas y cortes semifinos de 1 um realizados con el ultramicrotomo
y teflidos con azul de toluidina al 1% (Tecnylab). De los nervios obtenidos del lado
izquierdo (sano), se tomo una Unica muestra del tercio medio del nervio ciatico del que
se realizaron cortes convencionales con hematoxilina de Harris y semifinos para azul de
toluidina al 1%.
llustracion 7. Esquema del nervio ciatico derecho de una rata. El segmento rayado se corresponde con el
defecto nervioso de 14 mm reparado. En gris, los puntos en los que se toman las muestras para el segmento

proximal (izquierda), medio (segmento rayado) y distal (derecha). Las flechas simbolizan la trifuracion
terminal del ciatico en nervio tibial, peroneo y sural.

Tibial

Peroneo
comun

Proximal Medio Distal Sural

MEDIDA DE LAS VARIABLES HISTOMORFOLOGICAS DEL NERVIO

Para recoger las variables de interés del analisis histomorfolégico de los nervios
se utilizé el software gratuito Fiji (51). Fiji es una version mas completa del programa
ImageJ, un programa de procesamiento y analisis de imagenes de cddigo abierto y
dominio publico realizado en lenguaje Java (52). Programas como Fiji permiten contar

estructuras, medir el tamafio, la forma, la posicidn y otras propiedades presentes en las
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imagenes de forma semiautomatizada (53). Para ello, se diseiid un método que

consistia en lo siguiente:
- Digitalizacion de la imagen: hacer entendible una imagen al ordenador.

- Proceso de la imagen: conjunto de técnicas que hacen que la imagen final
sea lo mas adecuada posible para la siguiente tarea, resaltando zonas de interés,

mejorando su aspecto, etc.

- Segmentacion: convierte las imagenes en imagenes binarias en las que los

objetos de interés tienen un valor determinado y el resto valor cero.

- Proceso de imagen binaria: conjunto de operaciones para corregir errores

antes de la cuantificacion.
- Cuantificacion: medida de los objetos de interés.

Se desarrollaron una serie de 6rdenes secuenciales y automatizadas para
ejecutarlas en Fiji. Esto es lo que se denomina macro (52). Para poder medir las distintas
variables histomorfol6gicas se necesitan imagenes que puedan analizarse mediante

dicho software.

Para la adquisicidon de imagenes se dispuso de un microscopio Olympus BX61
junto con el programa CAST (The Computer Assisted Stereological Toolbox, Olympus
America Inc., Melville, NY). Se realiz6 un muestreo aleatorio del 25% del total de area
nerviosa presente en cada muestra, generandose un nimero determinado de imagenes.
En caso de que el nimero de imagenes resultante de ese muestreo fuera superior a 30,
el area muestreada se redujo al 10%. Se seleccioné el area nerviosa total de la muestra
con el objetivo de 4x y las imagenes se tomaron con el objetivo 100x y aceite de
inmersion para producir una imagen digital final con 1000 aumentos y un tamafo de

pixel de 0,064 um. La resolucion de cada imagen fue de 1360 x 1024 pixeles.

Una vez obtenidas las imagenes, se inici6 el programa Fiji y se abrié la macro
disefiada para el estudio. Se debe seleccionar la carpeta con todas las imagenes
correspondientes a un segmento del nervio ciatico de una rata (por ejemplo, rata A3D:
jaula A, rata marcaje oreja izquierda, segmento distal) y, al activar la macro, se producen
una serie de 6rdenes que culminan en la medicion y registro de las variables en forma
de fichero .xIsx (Microsoft Excel, Microsoft Office 2016) (tabla 3).
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Tabla 3. Ejemplo de fichero .xIsx tras el analisis de un segmento de nervio ciatico de rata. El muestreo del
segmento habria obtenido 9 imagenes cuya area representa el 25% del area total del segmento de nervio
analizado.

Diametro | Area Espesor medio Desviacion
Nombre de Area de la N° minimo media de?/aina de estandar espesor
la imagen imagen (um?) | axones | axén axones . medio vaina
mielina (um)

(um) (um?) mielina (um)

Imagen01 5704,2534

Imagen02 5704,2534

Imagen03 5704,2534

Imagen04 5704,2534

Imagen05 5704,2534

Imagen06 5704,2534

Imagen07 5704,2534

Imagen08 5704,2534

Imagen09 5704,2534

TOTAL 39929,7738

El primer paso tras activar la macro consisti6 en seleccionar el umbral de
deteccidn. El programa selecciona un umbral de forma automética y ofrece la posibilidad
de modificarlo en el momento viendo en dos ventanas separadas la imagen original y la
imagen dindmica con el umbral aplicado. Asi pues, para cada foto analizada, el
investigador principal (M.J.M.) ajustdé manualmente el umbral bajo el que la mayoria de
las estructuras oscuras (mielina) quedaban incluidas. Los valores para dichos pixeles
son inferiores a los del umbral y por ello quedan resaltados en rojo en el primer plano

binario (binary bitplane).

Posteriormente, mediante una serie de acciones se midieron todas las variables
histolégicas que el programa es capaz de calcular (tabla 4): area de la imagen (um?),
namero de axones, diametro minimo y maximo del axén (um), area media de los axones
(um?), espesor medio de la vaina de mielina (um), espesor maximo y minimo de la vaina
de mielina (um) y desviacion estandar del espesor medio de la vaina de mielina (um).
Para evitar la sobreestimacion en el nimero de fibras, s6lo se contaron como fibras
nerviosas aquellas que estuvieran completas en la imagen y aquellas fibras incompletas
que estuvieran en contacto con el borde izquierdo y el superior, no contando las fibras
parciales que tocaban el lado inferior y el derecho de la imagen. Asimismo, en caso de
que el programa no detectase automaticamente fibras o detectase estructuras que no lo

eran, se corrigieron manualmente los errores.
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Tabla 4. Variables histomorfol6gicas del nervio registradas. Sombreadas en gris, las variables obtenidas de
forma semiautomatizada del programa Fiji.

ftem

Definicion

Area 25% (%)

Area 25% (um2)

Area (um?)

N° axones

N° axones totales

Densidad de fibras
nerviosas (n°
axones/mm?)

Densidad de fibras
nerviosas (numero de
axones/100 pm?)

N° axones totales
normalizado

Diametro del axén (um)

Area media del axén
(um?)

Espesor medio de la
vaina de mielina (um)

Desviacion estandar del
espesor de la capa de
mielina (um)

Porcentaje de tejido
nervioso (%)

indice de regeneracion

Porcentaje de nervio muestreado.

Area nerviosa muestreada. Resulta de la suma del area de todas las
iméagenes obtenidas para un determinado segmento nervioso.

Célculo del area total del nervio multiplicando el a&rea muestreada por
100/porcentaje muestreado (Um?).

Numero de axones recontados en todas las imagenes obtenidas para
un mismo segmento nervioso.

NuUmero de axones en todas las imagenes obtenidas para un mismo
segmento nervioso multiplicado por 100/porcentaje muestreado para
calcular el nUmero de axones en toda la seccién del nervio.

Cociente entre el niUmero total de axones y el area nerviosa total en
mm?2,

Cociente entre el nimero total de axones y el area nerviosa total en um?
multiplicado por 100.

Tomando como valor normal un area nerviosa de 0,25 mm2, se
multiplica la densidad de fibras nerviosas (n° axones/ mm?) para saber
el nimero de axones totales que tendriamos si todas las muestras
analizadas tuvieran la misma area.

Se corresponde con el diametro minimo medido, excluyendo la vaina de
mielina.

Es la media de las areas de los axones contenidos en una determinada
imagen.

Es la media del espesor de la vaina de mielina de todos los axones
contabilizados.

Desviacion estandar de la media del espesor de la vaina de mielina.

Cociente entre el area nerviosa y el area del fasciculo nervioso
multiplicado por 100. Para calcular el area nerviosa multiplicamos el
namero total de axones por el area media de los axones.

Cociente entre el nUmero de axones normalizados presentes en el
segmento distal y el nimero de axones normalizados del segmento
proximal del mismo nervio
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llustracion 8. A la izquierda, corte semifino tefiido con azul de toluidina a 1000 aumentos. La imagen original
digitalizada y en la derecha, la imagen una vez aplicado el umbral de segmentacion por defecto que tiene
el programa. Abajo, el umbral de segmentacion ajustado manualmente a demanda. En rojo, la vaina de
mielina de las fibras.

0
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llustracion 9. Corte semifino de segmento distal de rata tefiido con azul de toluidina 1% a 1000 aumentos.
Resaltado en verde aparece el contorno del axon. Notese como las fibras que intersectan el borde inferior
y el derecho no estdn marcadas ni se contabilizan.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
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DESCRIPCION Y CALCULO DE LAS VARIABLES HISTOLOGICAS

Numero de axones (nimeros enteros) (19,54): El nimero de axones resultante
de la medicion realizada por el programa en Fiji corresponde con el porcentaje de area
nerviosa muestreada (25% o 10%). Para poder estimar el nimero total de axones en un
determinado segmento nervioso se multiplica el nimero de axones por 4 (si se muestred

el 25%) o por 10 (si se muestred el 10%).

Numero de axones normalizados (nUmeros enteros): Puesto que cada
segmento nervioso tiene un tamafio y calibre diferente, es necesario establecer un area
de referencia sobre la que calcular el nimero de axones en todos los segmentos y poder
realizar comparaciones. Si se hace la media del area nerviosa de todos los segmentos
distales medidos, el valor es de 0,26 + 0,20 mm? (rango 0,046 — 0,74 mm?). Para
simplificar los calculos se seleccioné 0,25 mm? como valor estandar y se multiplicé la
densidad de fibras nerviosas por 0,25 para obtener el nimero de axones totales
normalizado. El objetivo de esta medida es poder comparar estos resultados con
estudios que no comunican la densidad de fibras nerviosas, el area del nervio medido u

otras variables, pero si el niumero total de fibras nerviosas.
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Diametro del axén (um): corresponde al didmetro menor posible, excluyendo la
vaina de mielina. Se obtuvo directamente del programa Fiji bajo el titulo de didmetro

minimo del axon.

Area del ax6n (um?): es la media de las areas de los axones contenidos en una

determinada imagen.

Espesor de lacapade mielina (um): se corresponde con el item espesor medio
de la vaina de mielina y es la media del espesor de la vaina de mielina de todos los

axones contabilizados.

Desviacién estandar del espesor de la capa de mielina (um): desviacion

estandar de la media del espesor de la vaina de mielina.

Porcentaje de tejido nervioso (%): cociente entre el area nerviosa y el area del
fasciculo nervioso multiplicado por 100. Para calcular el area nerviosa multiplicamos el
namero total de axones por el area media de los axones. Para calcular el area
intrafascicular, hay que sumar todas las areas de las fotos muestreadas y multiplicarlas
por 4 0 10 (segun el porcentaje de area muestreada) para hallar el &rea total del nervio.
El &rea de una imagen es siempre la misma: 1360 x 1024 pixeles (1 pixel = 0,064 um).
Por tanto, cada imagen tiene un area de 1360 p x 0,064 x 1024 p x 0,064 = 5.704,25344

um?2,

indice de regeneracion: cociente entre el nimero de axones normalizados
presentes en el segmento distal y el nimero de axones normalizados del segmento

proximal del mismo nervio (55).

Densidad de fibras nerviosas (nUmero de axones/mm?): cociente entre el
nimero total de axones y el area nerviosa total en mm?2. Para calcular el area completa
del nervio se suman las areas de todas las imagenes tomadas en un segmento nervioso
(distal, medio, proximal) y se multiplican por 4 o por 10 para obtener el area total.

Después, se pasan de micras cuadradas a milimetros cuadrados.

Densidad de fibras nerviosas (nimero de axones/100 um?): cociente entre el
namero total de axones y el area nerviosa total en pm? multiplicado por 100. Para
calcular el area completa del nervio se suman las areas (um?) de todas las imagenes

tomadas en un segmento nervioso (distal, medio, proximal) y se multiplican por 4 o por
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10 para obtener el area total. Otra alternativa es calcularlo a partir de la densidad de

fibras nerviosas en nimero de axones/mm?, multiplicando la cifra por 104

/ HISTOMORFOLOGIA MUSCULAR

El andlisis histolégico y la medida del peso de los musculos reinervados se
realizd con muestras obtenidas en la semana 20. Una vez extraidos los nervios en las
condiciones anteriormente descritas, se extrajeron los musculos gastrochemio medial y

tibial anterior de ambos lados. Se recogieron las siguientes variables:
PESO MUSCULAR

La masa muscular se correlaciona con la inervacion muscular. Nada mas extraer
los musculos de la rata, se pesaron por separado en una balanza (Balanza de precision
PL1502E, Mettler-Toledo S.A.E.). El cociente entre el peso del musculo del lado derecho
(experimental) y el musculo del lado izquierdo (sano) multiplicado por 100 informa del
grado de atrofia muscular, siendo 0% el mayor grado de atrofia y 100% el musculo

normal.

VALORACION HISTOLOGICA DEL MUSCULO GASTROCNEMIO MEDIAL

Una vez pesados los musculos, se conservo el gastrocnemio medial derecho de
todos los animales y el izquierdo de 16 ratas (seleccionadas aleatoriamente) en
recipientes con PFA al 4%. Posteriormente, se cortaron y tifieron con tricromico de
Gomori (Verde Luz de BIO-Optica, Cromotrope 2R de Merck, acido fosfotungstico de

Sigma-Aldrich, solucién de Bouin de Sigma-Aldrich y &cido acético glacial de Merck).

Se elaboré una clasificacion basada en cuatro caracteristicas de la muestra de
musculo analizada: la atrofia de las fibras musculares en funcion del diametro de las
fibras (um), la presencia de nucleos centrales, el deposito de colageno (cuantificado con
la tincion de tricrémico de Gomori) y el grado de infiltracion grasa. Para determinar el
umbral de didmetro de fibras segun el cual se pueden clasificar las fibras musculares se
utilizaron los valores aportados por los animales control (sanos). Las fibras con menor

didmetro de estos animales marcaron el limite de la normalidad por debajo del cual se
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consideraron al resto de las fibras musculares como atroficas. Este sistema de
clasificacion otorga O puntos si la variable no esta presente, 1 punto si la caracteristica
implicada afecta al 50% o menos del tejido estudiado y, 2 puntos si se afecta o esta
presente en mas del 50% del tejido estudiado. La puntuacion final resulta de la suma de
cada uno de los 4 valores, con un minimo de 0 y un maximo de 8 puntos. De tal forma,
se caracterizo la afectacién muscular como leve (1 a 2 puntos), moderada (3 a 5 puntos)

0 grave/severa (6 a 8 puntos).

Tabla 5. Sistema de clasificacion histolégica del musculo.

<50% tejido estudiado >50% tejido estudiado
Atrofia (diametro de las fibras) 1 punto 2 puntos
Nucleos centrales 1 punto 2 puntos
Deposito de colageno 1 punto 2 puntos
Infiltracion grasa 1 punto 2 puntos

Lesién leve: 0 a2
Puntuacion final (0 a 8) Lesiéon moderada: 3a5

Lesion severa: 6 a 8

| ESTADISTICA

Las variables cuantitativas analizadas se presentaron utilizando la media, la
mediana, la desviacion estandar, el valor minimo y el méximo. También se indicé el
namero N de valores en cada andlisis, ya que en algunas ocasiones puede ser inferior
al tamafio muestral debido a valores perdidos. Las variables cualitativas se expresaron

mediante las frecuencias absolutas y relativas para cada grupo (A-D).

Lo que ocurre es que tus tamafios muestrales son demasiado pequefio para
acreditar si se desvian excesivamente de una distribucion normal, por lo que no tiene

sentido hacer estas pruebas, y por prudencia no hemos asumido normalidad

Las variables cuantitativas en cada uno de los grupos se presentan con media y

desviacion estandar en caso de presentar distribucién normal o con mediana y rango
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intercuartilico en caso contrario. Las variables cualitativas se presentan segun su

distribucion de frecuencias.

Dado que los tamafios muestrales eran demasiado pequefios para acreditar si
se desviaban de una distribucion normal, y no tenia sentido hacer las pruebas para
acreditarlo, por prudencia no se ha asumido normalidad. Para cada una de las variables
se ha llevado a cabo la prueba de Kruskal-Wallis, para contrastar si las muestras de los
diferentes grupos proceden de una misma poblacién. Se trata de una prueba no
paramétrica basada en los rangos de los valores. Se indica para cada prueba la
significancia (p-valor), asi como el tamafio muestral (N) y el rango medio de cada grupo.
Las diferencias entre los grupos tienen su reflejo en la variabilidad de los rangos medios
(que en caso de ausencia de diferencias entre grupos solo variaran aleatoriamente).
Cuanto mas pequefio el p-valor, mayor evidencia hay de que existen diferencias entre

los grupos.

Se han elaborado diagramas de cajas para aquellas variables con p-valor <0,1,
excepto en el caso del peso inicial, que se incluye para demostrar graficamente la
ausencia de diferencias marcadas entre los grupos. En las cajas, la linea horizontal

representa la mediana y la X la media.

Dado que se trata de 35 contrastes de hip6tesis, (no contando el del peso inicial,
donde precisamente se pretende evidenciar la ausencia de diferencias pronunciadas
entre los grupos), también se ha llevado a cabo un ajuste para contrastes mdultiples

segun el método de Holm-Bonferroni.

Para las variables que presentaron diferencias significativas con el ajuste de
Holm-Bonferroni, se realiz6 la prueba de Mann-Whitney para todos los pares de grupos
posibles con el fin de averiguar entre qué grupos se daban las diferencias. Se indica
para cada prueba la significancia (p-valor) obtenido en la prueba, asi como el tamafio
muestral y el rango medio de cada uno de los dos grupos. Cuanto mas pequefio el p-
valor, mayor evidencia hay de que existen diferencias entre los grupos. Dado que
existen seis posibles emparejamientos de grupos (A-B, A-C, A-D, B-C, B-D, C-D), para
cada variable se ha llevado a cabo nuevamente el ajuste de Holm-Bonferroni, esta vez

para seis contrastes.
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4. RESULTADOS

4/ RESULTADOS

| ANIMALES

De los 32 animales de experimentacion distribuidos en los cuatro grupos
experimentales e intervenidos quirdrgicamente segun el protocolo descrito previamente,
sobrevivieron a la fase experimental un total de 27 animales. Se produjo una pérdida de
5 animales: tres murieron dentro de las primeras 24 horas por causas desconocidas (2
del grupo D y 1 del grupo B), uno sufrié lesiones en la extremidad por canibalismo (grupo
D) y el otro una dehiscencia no reparable de la sutura (grupo A) al dia siguiente de la
intervencion (ilustracion 9). En estos casos irrecuperables se aplicaron los criterios de
punto final, procediendo a la eutanasia de los animales implicados.
llustracion 10. Fotografia tomada 24 horas después de la intervencion. Se observa dehiscencia completa

de la sutura muscular con exposicion del nervio ciatico reparado y autotomia en extremidad trasera derecha.
Se procedi6 a la eutanasia del animal.

Puesto que lo que se pretendia era comparar todos los grupos con el control
positivo, se decidid utilizar un animal mas para el grupo A, por lo que el total de animales
empleados fue de 33 con 5 pérdidas (15%) y un total de 28 animales vivos en la semana
20. Finalmente, los grupos quedaron con 8 animales en el grupo A, 7 en el grupo B, 8
enel Cy5en el grupo D.
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El incremento progresivo del peso de los animales de experimentacion con el
paso del tiempo es un indicador clasico de bienestar animal. Se calculé el incremento
de peso de los animales desde la semana 0 hasta la semana 20 (ganancia de peso). En
la tabla 6 y en el diagrama de cajas se puede observar la ausencia de diferencias
marcadas en el peso inicial en cada uno de los grupos (grafico 1). Asimismo, los
animales de todos los grupos incrementaron su peso a lo largo del experimento, sin
diferencias entre ellos.

Tabla 6. Peso inicial y ganancia de peso desde el primer dia de la cirugia hasta la semana 20 (gramos) en
cada grupo experimental.

Peso inicial (g) Ganancia de peso (9)
Grupo (n) ] )
Mediana Rango Mediana Rango
A (8) 234,50 227,00 — 255,00 44,60 29,80 — 84,00
B (7) 218,00 194,00 — 263,00 61,00 35,00 — 84,00
C (8) 227,00 200,00 — 245,00 60,50 43,00 — 82,00
D (5) 248,00 299,00 — 270,00 37,00 3,70 — 86,00

Gréfico 1. Diagrama de cajas que representa el peso inicial (gramos) de los animales de cada grupo antes
de comenzar la cirugia inicial.
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DESCRIPCION MACROSCOPICA DE LOS ANIMALES

En la semana 20 post-intervencién se pudo apreciar la correcta cicatrizaciéon
cutanea en la zona previamente intervenida, practicamente imperceptible a simple vista,

asi como el completo crecimiento del pelo.

En la descripcion macroscoépica de los animales en la semana 20 cabe destacar
un descenso de volumen generalizado en la extremidad trasera derecha con respecto a
la extremidad izquierda. Esta diferencia era mas acusada en los animales de los grupos
B, C y D que en el A (ilustraciones 10-14). En cuanto a la diferencia entre las
extremidades derechas de cada grupo a simple vista, los animales del grupo D
mostraron menor volumen muscular en la extremidad intervenida. En el detalle de la
extremidad trasera derecha del grupo D se pudo constatar una actitud en flexion dorsal,
con predominio de la musculatura del compartimento anterior (tibial anterior, extensor
digitorum longus) frente a los flexores plantares (ilustracion 15).

llustracion 11. Fotografia de animales B2 y E3 del grupo A (control positivo) en decubito prono en la semana
20 antes de la obtencion de las muestras de nervio y misculo.
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llustracion 12. Detalle de la planta del pie derecho en animales del grupo A en la semana 20. Destaca la
actitud en garra de todos los dedos.
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llustracion 13. Fotografia de animales D1 (izquierda) y D2 (derecha) del grupo B (aloinjerto acelular
liofilizado) en decubito prono en la semana 20 antes de la obtencién de las muestras de nervio y muasculo.

llustracion 14. Fotografia del animal K2 del grupo C (aloinjerto acelular fresco) en decubito prono en la
semana 20 antes de la obtencion de las muestras de nervio y muasculo. A la derecha, detalle de las
extremidades traseras.
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llustracion 15. Fotografia de animales C2 (izquierda) y D3 (derecha) del grupo D (control negativo) en
decubito prono en la semana 20 antes de la obtencion de las muestras de nervio y musculo.

[ ALOJAMIENTO Y CUIDADO DE ANIMALES

Tras realizar las primeras 3 intervenciones quirdrgicas se pudo evidenciar la
necesidad de incrementar la fuerza de la sutura cutanea con agrafes para evitar que los
animales royeran los puntos de sutura de la piel y se abrieran las heridas. Junto con

eso, se incremento la analgesia afiadiendo analgésicos en el agua de la jaula (definido
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en la seccion “Alojamiento y cuidado de los animales” del apartado de Material y
Métodos). En los tres primeros casos en los se produjo una dehiscencia de la herida
quirargica, esta se limpié y repar6 en las primeras 24 horas tras la intervencion
(ilustracién 8). En ningun caso qued6 expuesto el nervio ciatico reparado ni se
evidenciaron signos de infecciéon. En uno de los animales, la dehiscencia de la herida
quirdrgica no permitié una reparacion con garantias y se aplicaron los criterios de punto

final.

En un caso se observd una lesion en el talon de la extremidad derecha de un
animal del grupo B, no ulcerada y de crecimiento lento, que se desarroll6 en las semanas
previas a la semana 20, por lo que no impidio la realizacién de las pruebas funcionales
(semana 14) (ilustracion 9).El andlisis histologico informé de lesién mal delimitada,
identificAndose zonas de epidermis conservada y otras con extensa ulceracion de la piel
y tejido de granulacion subyacente, presentado focos de tejido 6seo maduro compatible

con metaplasia 0sea.

llustracion 17. Fotografia tomada 24 horas después de la intervencion inicial. Se observa dehiscencia de
herida quirGrgica que no expone nervio ciatico. Se procedio a su limpieza y cierre de nuevo.
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llustracion 18. Fotografia en la semana 20 del animal del grupo B en decbito prono en la que se observa
tumoracion en la planta de la extremidad trasera derecha.
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/ PROTOCOLO DE DESCELULARIZACION

Para evaluar la correcta descelularizacion de los aloinjertos se realizaron
controles histoldgicos con técnicas de tincién con hematoxilina-eosina y con DAPI (4 ',6-
diamidino-2-fenilindol), observandose ausencia de celularidad en las muestras tras
realizar el protocolo de descelularizacién. Asimismo, también se pueden observar las
imagenes con microscopia electronica de barrido en las que se confirma la ausencia de
células en el injerto nervioso obtenido.

llustracion 19. Corte longitudinal de nervio ciatico sano de rata control tefiido con hematoxilina-eosina visto
a microscopia éptica con magnificacion 100x.

llustracion 20. Corte transversal de nervio ciatico sano de rata control tefiido con hematoxilina-eosina visto
a microscopia éptica con magnificacion 100x.
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llustracion 21. Corte longitudinal de nervio ciético sano de rata normal tefiido con DAPI visto con microscopia
de fluorescencia y magnificacién 100x.

llustracion 22. Corte transversal de nervio ciatico sano de rata normal tefiido con DAPI visto con microscopia
de fluorescencia y magnificacién de 100x.

Marta de Juan Marin | 79



4. RESULTADOS

llustracion 23. Corte longitudinal (izquierda) y transversal (derecha) de nervio ciatico sano de rata control
tefiido con hematoxilina-eosina visto a microscopia éptica con magnificacion 200x.

llustracion 24. Corte longitudinal (izquierda) y transversal (derecha) de nervio ciatico sano de rata control
tefiido con DAPI visto con microscopia de fluorescencia y magnificacion de 200x.
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llustracion 25. Corte transversal de aloinjerto acelular fresco de nervio ciatico de rata tefiido con
hematoxilina-eosina visto a microscopia 6ptica con magnificacién 50x.

llustracion 26. Corte transversal de aloinjerto acelular fresco de nervio ciatico de rata tefiido con
hematoxilina-eosina visto a microscopia 6ptica con magnificaciéon 100x.
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llustracion 27. Corte longitudinal de aloinjerto acelular de nervio ciatico de rata tefiido con hematoxilina-
eosina visto a microscopia Optica con magnificacion 100x.
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llustracion 28. Corte longitudinal de aloinjerto acelular de nervio ciatico de rata tefiido con DAPI y
fotografiado con microscopio de fluorescencia y magnificacién de 100x.
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llustracion 29. Corte longitudinal de aloinjerto acelular de nervio ciético de rata tefiido con hematoxilina-
eosina visto a microscopia optica y magnificacion de 200x.

P

llustracion 30. Corte longitudinal de aloinjerto acelular de nervio ciatico de rata tefiido con DAPI y
fotografiado con microscopio de fluorescencia y magnificacién de 200x.
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llustracion 31. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de corte transversal de aloinjerto acelular
de nervio ciatico tras procesamiento y descelularizacién segun el protocolo descrito.
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/ TECNICA QUIRURGICA

La técnica quirdrgica explicada en la seccién Material y Métodos permitié la
realizacion de todas las cirugias de forma estandarizada. Si bien al comienzo del
experimento no se utilizaron agrafes, la incidencia de los primeros casos de dehiscencia

de sutura hizo que se afadiera como paso final en el cierre de la herida quirurgica.

| PRUEBAS FUNCIONALES

/ ANALISIS DE LA PISADA

Se realiz0 el registro de la pisada de las extremidades traseras de los animales
obteniendo dos registros para cada uno de ellos. En todos los registros de la pisada de
los animales se observé que, mientras la extremidad izquierda exhibia una huella
completa con los dedos separados y pudiéndose distinguir entre ellos, en el lado
intervenido las huellas eran estrechas y mas cortas, con predominio del talén y con los
dedos juntos, sin poder distinguirse entre ellos en la mayoria de los casos. No se
apreciaron diferencias cualitativas entre las huellas de las extremidades traseras entre
los distintos grupos. A la hora de hacer las mediciones, la distancia entre el segundo y
el cuarto dedo en la extremidad intervenida no se pudo medir en ninguno de los sujetos

a través de la pisada y se le otorg6 un valor convenido previamente de 6 mm.
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llustracion 32. Foto del analisis de la pisada de las extremidades traseras en una rata del grupo A. En azul,
la extremidad trasera izquierda y en rojo, la derecha.
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la extremidad trasera izquierda y en rojo, la derecha.

4. RESULTADOS

llustracion 33. Foto del analisis de la pisada de las extremidades traseras en una rata del grupo B. En azul,
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llustracion 34. Imagen escaneada del andlisis de la pisada de las extremidades traseras en una rata del
grupo C. En azul, la extremidad trasera izquierda y en rojo, la derecha.
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llustracion 35. Foto del andlisis de la pisada de las huellas traseras de una rata del grupo D. En azul, la

extremidad trasera izquierda y en rojo, la derecha.
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INDICE FUNCIONAL DEL CIATICO, DEL TIBIAL Y DEL PERONEO

Al prestar atencion a los valores resultantes del calculo de indices funcionales,
la prueba para comparar las medianas entre los grupos de Kruskal-Wallis y el ajuste
posterior de Holm-Bonferroni no mostro diferencias significativas para cada uno de los
indices estimados (tabla 7 y gréficos 2-4). En los grupos A, By C, los valores mas altos
y, por ende, mas cercanos a la normalidad (mas cercanos al 0), fueron los
correspondientes al indice funcional del ciatico (SFI). En el caso del grupo D, el valor
mas alto fue el del indice funcional del peroneo. En el grupo B, C y D, los valores méas
bajos (mas alejados del 0) se refirieron al indice funcional del tibial. Sin embargo, el valor
mas bajo para el grupo A fue el del indice funcional del peroneo. En todos los grupos y
en todos los indices se observaron rangos amplios.

Tabla 7. Valores de los indices funcionales del nervio ciatico (SFI), del tibial (TFI) y del peroneo (PFI) para
cada grupo. Entre paréntesis, el tamafio muestral de cada grupo para estas variables.

Grupo SFI TFI PFI
() Mediana Rango Mediana Rango Mediana Rango

A (8) -75,25 -96,20 - -56,44 -106,21 -130,10 - -72,48 -118,86 -207,19 - -47,87

B (7) -80,42 -88,70 - -41,21 -102,18 -116,27 - -51,60 -82,14 -129,06 - -44,07

C (8) -81,09 -90,30 - -61,86 -102,54 -122,83 - -81,96 -98,30 -254,33 - -60,02

D (5) -77,49 -86,06 - -58,32 -84,07 -107,27 - -67,65 -48,91 -305,76 - -27,55
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Gréfico 2. Diagrama de cajas que representa los valores del indice funcional del ciatico en cada grupo.
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Grafico 3. Diagrama de cajas que representa el valor del indice funcional del tibial en cada grupo.
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Gréfico 4. Diagrama de cajas que representa los valores del indice funcional del peroneo en cada grupo.
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/| TEST DEL ROTAROD

Tras realizar el estudio del tiempo medio de latencia y de su velocidad
complementaria, se constaté una tendencia general al incremento progresivo de sus
valores segun aumentaba el nimero de intentos (trials) que realizaban los animales,

independientemente del grupo experimental.

Se puede observar en las tablas 8 y 9 que tanto el tiempo medio de latencia
como su velocidad complementaria se incrementaron progresivamente a medida que
los animales fueron realizando mas intentos, alcanzando valores maximos en el cuarto

trial (graficos 5y 6).
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Gréfico 5. Diagrama de cajas que representa el tiempo medio de latencia (s) en el Rotarod para cada grupo.
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Grafico 6. Diagrama de cajas que representa la velocidad media (rpm) en el Rotarod para cada grupo

experimental.
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Tabla 8. Tiempo de latencia (s) en el Rotarod en cada uno de los trials (T1-T4) y la media de los 4 trials en
cada uno de los grupos (Total).

T1(s) T2 (s) T3 (s) T4 (s) Total (s)
Grupo
Q) Mediana Rango Mediana Rango Mediana Rango Mediana Rango @ Mediana Rango
62,00- 152,00- 148,00- 119,00- 120,25-
A (8) 192,50 234,00 209,00 268,50 220,13
324,00 297,00 399,00 497,00 360,25
194,00- 163,00- 149,00- 126,00- 159,50-
B (7) 209,00 238,00 300,00 294,00 250,00
263,00 301,00 323,00 306,00 290,75
140,00- 100,00- 147,00- 200,00- 152,00-
C(7) 208,00 355,00 336,00 300,00 316,50
382,00 468,00 386,00 521,00 416,25
157,00- 104,00- 150,00- 169,00- 147,25-
D (5) 221,00 203,00 162,00 237,00 202,75
322,00 355,00 470,00 421,00 370,50

Tabla 9. Velocidad (rpm) en el Rotarod en cada uno de los trials (T1-T4) y la media de los 4 trials en cada
uno de los grupos (Total).

T1 (rpm) T2 (rpm) T3 (rpm) T4 (rpm) Total (rpm)
Grupo
(n) Mediana Rango Mediana Rango Mediana Rango Mediana Rango | Mediana  Rango
12,00- 13,00- 13,00- 11,00- 12,25-
A (8) 16,00 18,50 17,00 20,50 17,63
24,00 22,00 29,00 35,00 26,00
16,00- 14,00- 13,00- 12,00- 13,75-
B (7) 17,00 18,00 23,00 22,00 19,25
20,00 23,00 24,00 23,00 22,00
12,00- 10,00- 13,00- 16,00- 13,25-
C(@ 17,00 27,00 25,00 21,00 23,50
28,00 33,00 27,00 37,00 30,25
14,00- 10,00- 13,00- 14,00- 13,50-
D (5) 18,00 16,00 14,00 19,00 16,50
24,00 26,00 33,00 37,00 28,75
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/ HISTOMORFOLOGIA DEL NERVIO

En la semana 20, todos los injertos nerviosos mantenian la continuidad de la
sutura proximal y distal. Ademas, todos los injertos tenian un aspecto blanco brillante,
sin signos de degeneracion o rechazo. Tampoco se observé formacion de neuromas ni
en las suturas ni a lo largo del injerto. Sin embargo, en los animales del grupo D en los
gue se utilizo el tubo de silicona, se observo la ausencia o escasez de tejido nervioso a
lo largo del conducto. Tanto el extremo proximal como el distal se mantuvieron uniendo
los dos extremos del nervio seccionado y el cabo nervioso distal presentaba signos de
atrofia.

MEDIDA DE LAS VARIABLES HISTOMORFOLOGICAS DEL NERVIO

Tal y como queda descrito en el apartado correspondiente de Material y Métodos,
se obtuvieron imagenes para cada una de las muestras histologicas del nervio v,
posteriormente, se aplicé la macro disefiada especificamente para analizar las variables
histomorfolégicas de tejido nervioso. La medida de las variables histomorfoldgicas del
nervio se hizo del segmento distal, del segmento medio y del proximal. No obstante,
s6lo se analizaron las del segmento medio y distal para evitar un exceso de datos sin
repercusion en los objetivos del trabajo. Los resultados del analisis del segmento

proximal se utilizaron para poder calcular el indice de regeneracion.

En la tabla 10 se muestra el registro de las muestras histoldgicas del nervio. En
él se detalla el grupo experimental del animal (grupo), el area muestreada en cada
animal (%), el segmento (medio o distal) y el nimero de imagenes obtenidas
correspondientes al porcentaje de area muestreada. También se puntualizan aquellos
animales en los que la muestra tisular fue inexistente o insuficiente, asi como aquellas
imagenes de muestras de mala calidad o incapaces de ser analizadas por el software
utilizado. Para los animales identificados con los niumeros 14 y 25 (sombreado naranja),
se muestred inicialmente un area del 25%, pero una de las imagenes obtenidas en cada
caso no se pudo analizar por problemas técnicos, por lo que area muestreada final fue
de 21,88% y 18,75%, respectivamente. En el caso de los animales 19y 21 (sombreado
gris), las imagenes obtenidas de las muestras de tejido correspondientes al segmento
medio fueron de mala calidad, por lo que no pudieron tenerse en cuenta en el andlisis

histomorfolégico pese a disponer de ellas (ilustracién 36). Finalmente, el resto de
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casillas en blanco se corresponden con animales de los que no pudo obtenerse tejido

suficiente para poder analizarlo o este era inexistente.

Tabla 10. Indica el area muestreada (%) para el segmento medio y distal del nervio ciatico de cada uno de
los animales y el nUmero de imagenes analizadas para calcular las variables histomorfoldgicas del nervio.

Segmento distal Segmento medio

Animal Grupo Area Imagenes Area Imagenes

muestreada (%) analizadas (n) muestreada (%) analizadas (n)

1 A 25,00 9 25,00 14
2 A 25,00 8 25,00 17
3 A 25,00 15 25,00 21
4 A 25,00 10 25,00 21
5 A 25,00 25 25,00 16
6 A 25,00 2 25,00 13
7 A 25,00 20 25,00 6
8 A 10,00 13 25,00 6
9 B 25,00 15 25,00 6
10 B 25,00 7 25,00 8
11 B 25,00 4 25,00 8
12 B 25,00 12 25,00 10
13 B 25,00 5 25,00 11
14 B 21,88 7 25,00 12
15 B 25,00 10 25,00 24
16 C 25,00 6 25,00 6
17 C 25,00 4 25,00 20
18 C 25,00 9 25,00 5
19 C 25,00 13 10,00 20
20 C 25,00 6 25,00 5
21 C 25,00 9 25,00 16
22 C 25,00 10
23 C

24 D

25 D 18,75 3

26 D 25,00 3

27 D

28 D
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llustracion 36. Ejemplo de imagenes capturadas. A la izquierda, corte transversal semifino del segmento
distal del nervio ciatico de una rata del grupo A (animal n°1) tefiido con azul de toluidina visto a 1000x. A la
derecha, corte transversal semifino del segmento medio del nervio ciatico del mismo animal tefiido con azul
de toluidina visto a 1000x

llustracion 37. A la izquierda, corte transversal semifino del segmento medio del nervio ciatico de una rata
del grupo C (animal n°® 19). A la derecha, corte transversal semifino del segmento medio del nervio ciatico
de una rata del grupo C (animal n° 21), ambos tefiidos con azul de toluidina y vistos a 1000x. Se observa
que las muestras no tienen la calidad suficiente como para analizarse.

Tras activar la secuencia de acciones programadas en el software, los datos se
almacenaron directamente en una carpeta de archivos especifica para cada segmento
de nervio de un animal concreto. En cada carpeta se cred de forma automatica un fichero
resumiendo todas las variables medidas en cada una de las imagenes correspondientes

al segmento de nervio ciatico de un animal concreto (tabla 11).
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Tabla 11. Ejemplo de archivo .xlIsx resultante del andlisis de las 12 iméagenes del segmento distal de nervio
ciatico derecho de la rata identificada como I3 (grupo B), analizadas con el programa Fiji.

Area Espesor Desviacion
Nombre " Didmetro . medio de estandar
Area de la Ne P media . .
dela . 5 minimo vaina de espesor medio
. imagen (um?) axones . axones g, ! o
imagen axon (um) 2 mielina vaina mielina
(um?)
(pm) (Lm)
11D01 5704,2534 46 0,9790 12,4630 34,4410 0,6164
11D02 5704,2534 34 1,5030 13,2710 3,5310 0,6969
11D03 5704,2534 52 1,3090 11,0930 3,1380 0,5219
11D04 5704,2534 89 1,1700 10,3090 34,4410 0,6716
11D05 5704,2534 51 1,0220 0,8834 25,2460 0,5779
11D06 5704,2534 70 1,2480 0,8600 2,1760 0,4515
11D07 5704,2534 58 1,3780 12,9130 30,7730 0,7155
11D08 5704,2534 63 1,3890 10,6560 28,1890 0,5411
11D09 5704,2534 141 1,3740 0,8585 20,9940 0,3868
11D10 5704,2534 80 1,555 10,9320 3,9680 0,6937
11D11 5704,2534 116 1,198 11,3790 31,665 0,6489
11D12 5704,2534 104 1,441 10,1380 27,213 0,5095

A partir de estos datos y, tal y como se describe en el apartado de Material y

Métodos, se obtuvieron los valores definitivos de las variables calculadas por Fiji y dos

variables de interés adicionales: el porcentaje de tejido nervioso (%) y el indice de

regeneracion (ilustraciones 37 y 38).
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llustracion 38. Captura de pantalla del programa Fiji ejecutando la macro. Se observa corte transversal de
segmento distal de un animal del grupo B tefiido con azul de toluidina visto a 1000x. Resaltado en verde los
axones seleccionados automaticamente por el programa.

- g e v

Marca las zonas que no son axones, pulsa OK al finalizar

87.04x65.54 um (1360x1024); RGB; 5.3MB

llustracion 39. Captura de pantalla del programa Fiji. Corte transversal de segmento distal de un animal del
grupo B tefiido con azul de toluidina 1000x. Se observa resaltado en verde los axones seleccionados tras
haber afiadido manualmente algin axén (estrella blanca).

ess Analyze Plugins Window Help
Dibuja los axones, para dibujar mas de uno mantén pulsada la tecla SHIFT. Al finalizar pulsa OK :ﬂ A| Q l ﬂl ‘ D".! wd g ‘ 4 ‘ Y |

K | b5/1.52i Java 1.8.0_66 645
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DESCRIPCION Y CALCULO DE LAS VARIABLES HISTOLOGICAS

Las variables histomorfologicas del segmento medio y segmento distal del nervio
ciatico incluidas en esta seccion son aquellas que tienen relevancia experimental,
obviando aquellas que se utilizaron como paso intermedio para poder calcular las
variables de interés aqui descritas. Del segmento proximal sélo se utilizé el nimero de
axones para poder calcular asi el indice de regeneracion. También se incluyen los datos
obtenidos correspondientes al segmento medio de nervio ciatico normal (lado izquierdo)
con interés descriptivo, pero no se tuvieron en cuenta para ningun contraste de hipétesis
0 representacion grafica (tabla 12). Naturalmente, dado que no se realiz6 el andlisis de
un segmento proximal y otro distal de nervio ciatico sano, no se pudo calcular el indice
de regeneracion para los nervios sanos de la extremidad izquierda de los animales.
Aunque en las tablas se expresen la media y la desviacion tipica, todas las referencias
a los resultados se basan en los valores de la mediana y el rango. Sélo aquellas
variables con diferencias significativas o cercanas a la significacion se acomparfaron de
representacion gréfica.

Tabla 12. Variables histomorfolégicas del nervio ciatico sano correspondiente a la extremidad izquierda de
9 animales.

Variables histomorfolégicas Mediana  Minimo Maximo  Media fi);()aiscvaiacmn
Densidad (n/100 um?) 1,48 0,80 1,82 1,39 0,29
Axones (n) 3.710,50 1.992,00 4.561,00 3.481,83 737,03
Diametro (pm) 3,81 3,07 4,51 3,84 0,54

Area (um?) 18,41 15,34 35,29 22,21 7,03
Espesor mielina (um) 15,94 12,43 20,81 15,93 3,16

Tejido nervioso (%) 27,99 22,44 37,68 29,39 5,31

Tras el calculo del nimero de axones normalizados en el segmento distal del
nervio reparado en cada uno de los grupos, no se observaron diferencias significativas
entre los grupos tras realizar el contraste de hipétesis (tablas 13 y 14). En el caso del
segmento medio, si se detectaron diferencias en el nimero de axones de cada grupo,
pero éstas dejaron de ser significativas tras el ajuste de Holm-Bonferroni. Tanto en el
segmento distal como en el segmento medio, el mayor nimero de axones correspondio

a los nervios del grupo A (gréaficos 7 y 8). Si bien en el caso del grupo A el numero de
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axones en el segmento medio era practicamente el doble que el del segmento distal, en

el grupo By C no se observé la misma tendencia. En el grupo D no se consiguio muestra

de tejido del segmento medio para poder analizarlo (gréafico 8).

Tabla 13. Nimero de axones normalizado en el segmento distal de los nervios analizados de cada grupo.
La n indica el nimero de muestras incluidas en el andlisis.

Grupo (n) Mediana Minimo Maximo Media Ss;c(,:v;acién
A (8) 4.483,00 2.854,00 8.400,00 5.113,12 2.213,82

B (7) 3.301,50 2.888,00 5.290,00 3.800,89 984,05

C (6) 2.593,00 1.038,00 5.576,00 2.952,88 1.646,56

D (2) 1.511,88 14,00 3.009,00 1.511,88 2.117,61

Tabla 14. Namero de axones normalizado en el segmento medio de los nervios analizados de cada grupo.
La n indica el nimero de muestras incluidas en el analisis.

Grupo (n) Mediana Minimo Méximo Media Ssisc\gacién
A (8) 8.628,00 409,00 9.636,00 7.017,62 3.375,08

B (7) 2.526,00 1.256,00 5.698,00 3.099,43 1.569,71

C (5) 3.184,00 1.670,00 3.936,00 3.025,60 971,64

D (0)
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Gréfico 7. Diagrama de cajas que representa el nimero de axones normalizado (n) en el segmento distal
de cada grupo experimental (A-D).
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Gréfico 8. Diagrama de cajas que representa el nimero de axones normalizado (n) en el segmento medio
de cada grupo experimental (A-C).

Axones - Segmento medio
12.000

10.000

8.000

6.000

Axones (n)

4.000

2.000

Grupo

Marta de Juan Marin | 102



4. RESULTADOS

La mayor densidad de fibras nerviosas tanto en el segmento medio como en el
distal pertenecio al grupo A. En el segmento distal, el grupo A fue seguido en orden
descendente por el B, C y D (tabla 15). En el segmento medio, tras el grupo A fue el
grupo C el que presentd una mayor densidad (tabla 16). En ninguno de los dos
segmentos las diferencias alcanzaron la significacion estadistica tras el ajuste de Holm-
Bonferroni, aunque en el segmento medio si eran significativas inicialmente. La
tendencia es similar a lo que se detectd en el nimero de axones. Este detalle se observa
mejor en los diagramas de cajas (graficos 9 y 10) que mostraban formas muy similares
para ambas variables.

Tabla 15. Densidad de fibras nerviosas (nimero de axones/100 pm?) en el segmento distal de los nervios
analizados de cada grupo. La n indica el nimero de muestras incluidas en el andlisis.

Grupo (n) Mediana Minimo Méaximo Media E,sii\gacmn
A (8) 1,79 1,14 3,36 2,05 0,89
B (7) 1,32 1,16 2,12 1,52 0,39
C (6) 1,04 0,42 2,23 1,18 0,66
D (2) 0,60 0,01 1,20 0,60 0,85

Tabla 16. Densidad de fibras nerviosas (nimero de axones/100 pm?) en el segmento medio de los nervios
analizados de cada grupo. La n indica el nUmero de muestras incluidas en el andlisis.

Grupo (n) Mediana Minimo Maximo Media Esﬁ:\gacién
A (8) 3,45 0,16 3,85 2,81 1,35

B (7) 1,01 0,50 2,28 1,24 0,63

C () 1,27 0,67 1,57 1,21 0,39

D (0)
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Gréfico 9. Diagrama de cajas que representa la densidad de fibras nerviosas (nimero de axones/100 pm?)
en el segmento distal de cada grupo experimental (A-D).
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Gréfico 10. Diagrama de cajas que representa la densidad de fibras nerviosas (nimero de axones/100 um?)
en el segmento medio de cada grupo experimental (A-C).
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No se identificaron diferencias significativas en el diametro de los axones de los
nervios de los distintos grupos experimentales, ni en el segmento distal ni en el medio
(tablas 17 y 18). En el segmento distal, la prueba de comparacion de medianas si
alcanzo la significacién, pero tras el ajuste posterior las diferencias dejaron de ser
estadisticamente significativas (tabla 17, grafico 11). De forma generalizada, si se
constatd que el diametro de los axones era mayor en el segmento medio que en el distal
para todos los grupos. En las muestras obtenidas del grupo D no se pudo adquirir el
diametro de los axones detectados.

Tabla 17. Didmetro de los axones (um) en el segmento distal de los nervios analizados de cada grupo. La
n indica el nUmero de muestras incluidas en el andlisis.

Grupo (n) Mediana Minimo Méaximo Media E,sii\gacmn
A (8) 1,88 1,58 2,98 1,96 0,44

B (7) 1,45 1,30 1,57 1,44 0,12

C (6) 1,60 1,16 2,18 1,59 0,35

D (0)

Tabla 18. Diametro de los axones (um) en el segmento medio de los nervios analizados de cada grupo.
La n indica el nimero de muestras incluidas en el andlisis.

Grupo (n) Mediana Minimo Maximo Media Esﬁ:\gacién
A (8) 1,88 1,58 2,98 1,96 0,44

B (7) 1,45 1,30 1,57 1,44 0,12

C (6) 1,60 1,16 2,18 1,59 0,35

D (0)
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Gréfico 11. Diagrama de cajas que representa el diametro de los axones (um) en el segmento distal de
cada grupo experimental (A-D).
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Por lo que respecta al area de los axones detectados en el segmento distal del
nervio ciatico de los animales de cada grupo experimental, no se detectaron diferencias
significativas, aunque la p-valor queddé cercana a la significacion en la prueba de
comparacion de medianas (tabla 19, gréfico 12). Tampoco se observaron diferencias en
el area de los axones contabilizados en el segmento medio (tabla 20). En ninguno de
los dos segmentos de los animales del grupo D se consigui6 muestra de calidad
suficiente como para poder calcular el area de los axones. Unicamente cabria destacar
la amplitud del rango, que indica una gran variabilidad en el tamafio de los axones dentro
de un mismo segmento y grupo experimental.

Tabla 19. Area del ax6n (um32) en el segmento distal de los nervios analizados de cada grupo. La n indica
el nimero de muestras incluidas en el analisis.

Grupo (n) Mediana Minimo Méaximo Media E,sii\gacmn
A (8) 5,73 3,60 16,74 7,16 4,38

B (7) 3,50 2,44 5,57 3,80 1,16

C (6) 4,99 2,99 9,62 5,32 2,47

D (0)
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Tabla 20. Area del axén (um?) en el segmento medio de los nervios analizados de cada grupo. La n indica
el nimero de muestras incluidas en el andlisis.

Grupo (n) Mediana Minimo Maximo Media E'sisc\gadén
A (8) 5,40 2,30 11,53 5,69 2,65

B (7) 4,86 3,05 10,79 6,19 3,06

C (5) 6,68 5,61 7,66 6,64 0,75

D (0)

Gréfico 12. Diagrama de cajas que representa el area de los axones (um?) en el segmento distal de nervio
ciatico de cada grupo experimental (A-D).
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En el caso del espesor de la vaina de mielina (um), tampoco se detectaron
diferencias significativas entre los grupos en ninguno de los dos segmentos analizados.
Se constatd una gran variabilidad en los valores, ejemplificada en el amplio rango de

espesores de vaina en los axones medidos (tablas 21y 22).
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Tabla 21. Espesor de la vaina de mielina (um) en el segmento distal de los nervios analizados de cada
grupo. La n indica el nUmero de muestras incluidas en el andlisis.

Grupo (n) Mediana Minimo Maximo Media t[i)sisc\gadén
A (8) 5,23 0,75 17,08 6,30 5,68

B (7) 3,39 0,76 10,45 4,58 3,62

C (6) 6,60 0,80 12,71 6,40 4,20

D (0)

Tabla 22. Espesor de la vaina de mielina (um) en el segmento medio de los nervios analizados de cada
grupo. La n indica el nUmero de muestras incluidas en el andlisis.

Grupo (n) Mediana Minimo Méximo Media Ssisc\gacién
A (8) 2,10 0,43 13,86 3,16 4,42

B (7) 4,37 0,70 12,72 4,82 4,34

C (5) 2,78 0,76 3,27 2,10 1,23

D (0)

La cantidad de tejido nervioso, esto es, de axones en relacién al resto de
componentes que forman la seccion de un nervio ciatico se estim6 en funcién del
porcentaje de tejido nervioso. Tanto en el segmento distal como en el medio, el grupo A
presentd la mayor proporcién de tejido nervioso con valores que duplicaban los
presentes en los grupos B y C (tablas 23 y 24). Si bien las diferencias eran significativas
al realizar la prueba de comparacion de medianas de Kruskal-Wallis (segmento distal p-
valor = 0,006; segmento medio p-valor = 0,018), dejaron de serlo tras someterse al
ajuste de Holm-Bonferroni. Como es natural, al no haberse podido estimar el area de
los axones contabilizados en las muestras del grupo D, tampoco se pudo obtener datos
acerca del porcentaje de tejido nervioso en ninguno de los dos segmentos. Tras estudiar
los datos, se evidencié mayor proporcion de tejido nervioso en el segmento medio que

en el segmento distal en cada uno de los grupos estudiados.
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Tabla 23. Porcentaje de tejido nervioso (%) en el segmento distal de los nervios analizados de cada grupo.
La n indica el nimero de muestras incluidas en el analisis.

Grupo (n) Mediana Minimo Maximo Media ESi:\gaCién
A (8) 11,49 6,91 21,07 12,87 5,43

B (7) 5,61 2,82 8,40 5,69 1,86

C (6) 5,62 2,21 8,97 5,62 2,40

D (0)

Tabla 24. Porcentaje de tejido nervioso (%) en el segmento medio de los nervios analizados de cada grupo.
La n indica el nUmero de muestras incluidas en el analisis.

Grupo (n) Mediana Minimo Maximo Media Esis(:\gacién
A (8) 17,62 0,38 23,32 15,96 7,19

B (7) 6,46 2,22 10,67 6,87 2,96

C (5) 8,05 511 10,80 7,87 2,18

D (0)
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Gréfico 13. Diagrama de cajas que representa el porcentaje de tejido nervioso en el segmento distal de
nervio ciatico de cada grupo experimental (A-D).
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Gréfico 14. Diagrama de cajas que representa el porcentaje de tejido nervioso en el segmento medio de
nervio ciatico de cada grupo experimental (A-C).
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El indice de regeneracion es el cociente entre el nimero de axones del segmento
distal y los axones del segmento proximal. Cuando es superior a 1, indica que hay mayor
namero de axones en el segmento distal que en el proximal. Cuando su valor es inferior
a 1, el numero de axones del segmento proximal supera al del segmento distal. En todos
los grupos excepto en el D, se advirtid un rango que incluia al 1, esto es, que habia
animales con un indice de regeneracion superior a 1 y otros con un indice inferior a 1
dentro de un mismo grupo experimental. Tras el contraste de hipétesis, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos (p-valor = 0,512). En el caso
concreto del grupo B, el tamafio muestral es de 6 para esta variable, pues una de las

muestras del segmento proximal no fue apta para el recuento de axones.

Tabla 25. indice de regeneracion del nervio ciatico en cada uno de los grupos experimentales

Grupo (N) Mediana Minimo Méaximo Media E,sii\gacmn
A (8) 0,80 0,48 2,35 1,00 0,60
B (6) 1,07 0,63 3,23 1,52 1,04
C (6) 0,92 0,36 2,18 1,06 0,63
D (2) 0,45 0,00 0,89 0,45 0,62

Marta de Juan Marin | 111



4. RESULTADOS

/ HISTOMORFOLOGIA MUSCULAR

PESO MUSCULAR

Las tablas 26 y 27 expresan el peso muscular relativo del musculo tibial anterior
y gastrocnemio medial en cada grupo. A continuacion, se muestran también los
diagramas de cajas correspondientes a cada una de las tablas (gréaficos 15y 16).

Tabla 26. Peso relativo (%) del misculo gastrocnemio medial derecho con respecto al izquierdo en cada
uno de los cuatro grupos.

Grupo (n) Mediana Minimo Méximo Media ([a)setséx\;lig;irén
A (8) 68,42 55,22 82,76 68,20 8,47
B (7) 50,00 39,39 57,53 58,14 5,83
C (8) 63,22 45,00 67,24 60,81 7,14
D (5) 16,95 11,94 34,69 19,44 8,80

Gréfico 15. Diagrama de cajas que representa el peso relativo (%) del misculo gastrocnemio medial
derecho con respecto al izquierdo en cada grupo.
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Tabla 27. Peso relativo (%) del muisculo tibial anterior derecho con respecto al izquierdo en cada uno de
los cuatro grupos.

Grupo (n) Mediana Rango Méaximo Media eDsetsé\::g;irén
A (8) 71,10 56,36 87,76 72,44 9,92

B (7) 63,64 33,90 77,05 59,25 13,71

C (8) 64,02 58,62 87,50 66,77 9,45

D (5) 17,31 10,20 37,29 20,28 10,14

Gréfico 16. Diagrama de cajas que representa el peso relativo (%) del masculo tibial anterior derecho con
respecto al izquierdo en cada grupo.
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Tras realizarse el contraste de hipotesis y el ajuste para contrastes mdltiples

posterior, se observd que Unicamente las diferencias en el peso relativo del

gastrocnemio medial eran significativas. Concretamente, todos los contrastes entre dos

grupos mostraron diferencias significativas en el peso relativo del gastrocnemio medial,

excepto entre los grupos A y C que no diferian significativamente (Me A=68,42 % vs.

Me C=63,22 %). En estos dos grupos, el peso relativo era significativamente mayor que

Marta de Juan Marin | 113



4. RESULTADOS

en el grupo B (Me B=50,00 %), que a su vez mostraba valores significativamente
mayores que el grupo D (Me D=16,95 %) (tabla 26, grafico 15).

Por otro lado, las diferencias de peso relativo de musculo tibial anterior entre los
grupos no fueron significativas tras el ajuste de Holm-Bonferroni. No obstante, se puede
observar como el gréafico sigue una tendencia similar a la del musculo gastrocnemio
medial. Los valores del grupo Ay del grupo C fueron los mas elevados (Me A=71,10 %;
Me C=64,02 %), seguidos del grupo B (Me B=63,64 %) y terminando con el grupo D (Me
D=17,31 %), que tuvo los valores mas bajos (tabla 27, grafico 16). Tanto en el caso del
gastrocnemio medial como del tibial anterior, el grupo C tratado con aloinjerto en fresco
no presenté diferencias significativas con el grupo control positivo A.

llustracion 40. Fotografia de musculo tibial anterior izquierdo (sano) en animal del grupo A en la semana
20.
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llustracion 41. Fotografia de misculo tibial anterior del lado derecho (a la derecha de la imagen) y del tibial
anterior izquierdo (a la izquierda de la imagen) en un animal del grupo D en la semana 20.

llustracion 42. Fotografia de musculo gastrocnemio medial derecho en animal del grupo A en la semana 20.
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VALORACION HISTOLOGICA DEL MUSCULO GASTROCNEMIO MEDIAL

Los resultados de la serie de analisis histolégicos realizados sobre el musculo
revelan gue los animales del grupo C (Me=1,00; rango 0,00-4,00) fueron los que menor
deterioro muscular sufrieron tras la seccién y posterior reparacion del nervio ciatico
segun el sistema de clasificacion definido previamente (tabla 28, grafico 17). Los
animales que obtuvieron la peor puntuacion fueron los del grupo D (Me=4,00; rango
2,00-5,00). No obstante, las pruebas realizadas no detectaron diferencias significativas
entre ninguno de los grupos con respecto a la puntuacion final del mdsculo gastrochemio

medial.

Tabla 28. Puntuacion final de cada grupo en la clasificacion histoloégica del misculo gastrocnemio medial.

Grupo (n) Mediana Minimo Maximo Media eD;sél\aig;irén
A (8) 2,00 0,00 4,00 2,38 1,30
B (7) 3,00 2,00 4,00 3,00 0,82
C (8) 1,00 0,00 4,00 1,12 1,36
D (5) 4,00 2,00 5,00 3,60 1,14

Gréfico 17. Diagrama de cajas que representa la puntuacion total en la clasificacion histolégica del musculo
gastrocnemio medial derecho en cada grupo.
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En la tabla 29 se descompone la puntuacion final de la escala de valoracion
muscular en sus cuatro componentes. Cuando lo que se analiza es la cantidad de tejido
muscular que presenta atrofia de fibras musculares, el grupo D mostré el mayor nimero
de animales (80%, 14) con méas de la mitad del tejido muscular con atrofia de fibras
musculares, una frecuencia significativamente mayor (también tras el ajuste de Holm-
Bonferroni) que la observada en el resto de los grupos (grafico 18). La atrofia que
presentaron los animales del grupo B fue mayor que la de los del grupo C (prueba
Kuskal-Wallis p=0,035), pero la diferencia dejaba de ser significativa después del ajuste
de Holm-Bonferroni. Igualmente, tanto el grupo B como el C no difirieron

significativamente del grupo A.

Si se repara en el diametro de las fibras musculares, medida indirecta del grado
de atrofia de las fibras, todas las diferencias entre los grupos fueron significativas,
también tras el ajuste de Holm-Bonferroni, excepto entre los grupos Ay B (Me A=19,82
um; Me B=26,12 um) (tabla 30, grafico 22). En estos dos grupos, el diametro de las
fibras musculares es significativamente menor que el del grupo C (Me C=31,48 pum) y
significativamente mayor que el del grupo D (Me D=10,72 pm).

La tabla 29 también resumia el resto de variables de la clasificacion histologica
muscular, destacando un mayor porcentaje de animales sin presencia de nucleos
centrales en el grupo C en comparacion con el grupo A de referencia (75,0% grupo C
vs. 12,5% grupo A), pero sin alcanzar la significacion estadistica (ilustraciones 42-45,
gréafico 19). En lo relativo al depésito de colageno, tanto el grupo B como el D parecian
tener mayor afectacién, aunque ello no se tradujera en diferencias significativas
(ilustraciones 46-49, gréfico 20). Finalmente, por lo que respecta al grado de infiltracion

grasa de los muasculos, éste se mostré6 muy similar en los cuatro grupos (grafico 21).
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Tabla 29. Frecuencias relativas (%) y frecuencias absolutas (entre paréntesis) de las variables que
conforman la clasificacion histolégica del misculo gastrocnemio medial. 0 = nada de tejido muscular
afectado. 1 = <50% tejido muscular afectado. 2 = >50% tejido muscular afectado. Con asterisco se destaca
las diferencias que fueron estadisticamente significativas.

Variable A B C D
0 12,5(1) 0,0 (0) 50,0 (4) 0,0 (0)

Atrofia fibras 1 875(7) 100,0 (7) 50,0 (4) 20,0 (1)*
............................................ o 125 126 3) 750.6) 500 (1)

Nucleos centrales 1 87,5(7) 57,1 (4) 25,0 (2) 80,0 (4)
............................................ 0 62 (0 50 0) 750.(6) 500 (1)

Colageno 1 3750 100,0 (7) 25,0 (2) 80,0 (4)
............................................ o 7500 571 () 57e 500 (4

Grasa 1 250() 42,9 (3) 12,5 (1) 20,0 (2)

Gréfico 18. Diagrama de barras que representa las frecuencias relativas y absolutas de animales con atrofia
de fibras musculares en cada uno de los cuatro grupos A-D. La altura de la barra indica la frecuencia relativa
representada en el eje vertical. En color verde aquellos que no presentaban atrofia (puntuaciéon 0), en
amarillo los que presentaban atrofia muscular en <50% de su tejido (puntuacion 1) y en rojo aquellos que
tenian >50% de su tejido con atrofia de fibras (puntuacion 2).
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Gréfico 19. Diagrama de barras que representa las frecuencias relativas y absolutas de los animales de
cada grupo A-D segun la presencia de nucleos centrales en el musculo gastrocnemio medial derecho. La
altura de la barra indica la frecuencia relativa representada en el eje vertical. En color verde aquellos que
no presentaban nucleos centrales (puntuacion 0), en amarillo los que presentaban ndcleos centrales en
<50% de su musculo (puntuacion 1) y en rojo aquellos que tenian >50% de su tejido muscular con nacleos
centrales (puntuacion 2).
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Gréfico 20. Diagrama de barras que representa las frecuencias relativas y absolutas de los animales de
cada grupo segun la cantidad de colageno en el gastrocnemio medial derecho. La altura de la barra indica
la frecuencia relativa representada en el eje vertical. En color verde aquellos que no presentaban colageno
(puntuacion 0), en amarillo los que presentaban depdsito de colageno en <50% de su tejido (puntuacion 1)
y en rojo aquellos que tenian >50% de su tejido con depdésito de colageno (puntuacion 2).
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Gréfico 21. Diagrama de barras que representa las frecuencias relativas y absolutas de los animales de
cada grupo segun la infiltracién grasa en el gastrocnemio medial derecho. La altura de la barra indica la
frecuencia relativa representada en el eje vertical. En color verde aquellos que no presentaban infiltracion
grasa (puntuacion 0), en amarillo los que presentaban infiltracion de grasa en <50% de su tejido muscular
(puntuacion 1) y en rojo aquellos que tenian >50% de su tejido muscular infiltrado de grasa (puntuacién 2).
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100%

90%

80%

70% 4

60%
50%
40%
30%
20% 3
10%
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Tabla 30. Diametro de las fibras musculares (um) del masculo gastrocnemio medial derecho en cada grupo.
Con asterisco se sefialan los grupos que presentaron diferencias significativas con respecto al grupo control
positivo (A).

Grupo (n) Mediana Minimo Maximo Media eDstsél\Q(?girén
A (8) 19,82 18,24 33,44 21,94 5,22
B (7) 26,12 18,86 29,67 25,34 3,95
C (8) 31,48* 27,15 38,84 31,98 4,03
D (5) 10,72* 9,08 17,72 11,65 3,53
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Gréfico 22. Diagrama de cajas que representa el diametro de las fibras musculares (um) del muasculo
gastrocnemio medial derecho en cada grupo.
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llustracion 43. Corte transversal de musculo gastrocnemio medial izquierdo (izquierda de la imagen) y
derecho (derecha de la imagen) de un animal del grupo A (rata A2) en la semana 20. Tefiido con
hematoxilina-eosina y visto en microscopio 6ptico a 200x.
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llustracion 44. Corte transversal de musculo gastrocnemio medial izquierdo (izquierda de la imagen) y
derecho (derecha de la imagen) de un animal del grupo B (rata K3) en la semana 20. Tefiido con
hematoxilina-eosina y visto en microscopio 6ptico a 200x.

llustracion 45. Corte transversal de musculo gastrocnemio medial izquierdo (izquierda de la imagen) y
derecho (derecha de la imagen) de un animal del grupo C (rata J1) en la semana 20. Tefido con
hematoxilina-eosina y visto en microscopio 6ptico a 200x.

llustracion 46. Corte transversal de muasculo gastrocnemio medial izquierdo (izquierda de la imagen) y
derecho (derecha de la imagen) de un animal del grupo D (rata C1) en la semana 20. Tefido con
hematoxilina-eosina y visto en microscopio dptico a 200x. Se observan signos de atrofia muscular con
células musculares mas pequefias y atrofiadas con formas angulares.
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llustracion 47. Corte transversal de musculo gastrocnemio medial izquierdo sano (izquierda de la imagen)
y derecho (derecha de laimagen) de un animal del grupo A (rata A2) en la semana 20. Tefiido con tricrémico
de Gomori y visto en microscopio 6ptico a 200x.

llustracion 48. Corte transversal de musculo gastrocnemio medial izquierdo sano (izquierda de la imagen)
y derecho (derecha de la imagen) de un animal del grupo B (rata K3) en la semana 20. Tefiido con tricromico
de Gomori y visto en microscopio optico a 200x.

llustracion 49. Corte transversal de musculo gastrocnemio medial izquierdo sano (izquierda de la imagen)
y derecho (derecha de laimagen) de un animal del grupo C (rata J1) en la semana 20. Tefiido con tricromico
de Gomori y visto en microscopio optico a 200x.
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llustracion 50. Corte transversal de musculo gastrocnemio medial izquierdo sano (izquierda de la imagen)
y derecho (derecha de laimagen) de un animal del grupo D (rata C1) en la semana 20. Teflido con tricrémico
de Gomori y visto en microscopio 6ptico a 200x.
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5. DISCUSION

5/ DISCUSION
/ ANIMALES

En nuestro experimento no se observaron casos de autotomia de las
extremidades intervenidas, uno de los principales problemas en este tipo de
investigaciones y que puede comprometer la realizacion de pruebas funcionales. Para
evitarlo, se aseguré una analgesia adecuada en todo momento y se seleccionaron ratas
hembras, ya que la incidencia de automutilaciones en machos puede llegar a ser del
doble que en las hembras (56). Asimismo, se seleccioné la cepa Wistar frente a otras
alternativas como las Sprague-Dawley o Brown-Norway que suelen presentar

comportamientos de automutilacién mas frecuentemente (57).

Por tanto, la eleccién del modelo animal con ratas de la cepa Wistar ha cumplido
con su funcion: han resultado ser animales faciles de manipular y estabular, disponibles
en gran numero y con fibras nerviosas muy similares en forma y tamafio a las de los

seres humanos (44).

| PRUEBAS FUNCIONALES

El objetivo principal de las variables de resultado es evaluar si ha habido
regeneracion de axones, si se han reinervado los 6rganos dianay si todo ello se traduce
en una recuperacion de las funciones del animal de experimentacion. Para comenzar,
mediante el andlisis de la pisada y posterior calculo de los indices funcionales y con la

prueba del Rotarod se pretende valorar el grado de recuperacion funcional.

En cuanto al analisis de la pisada, cuando se observan las huellas obtenidas en
cada grupo experimental cabe destacar el predominio del talén en las pisadas seguido
de la aduccién de dedos, haciendo muy dificil la medicién de la distancia entre el 2° y 5°
dedo o entre el 1° y el 5° dedo en la mayoria de los casos. Este patrén se debe a una
flexion dorsal del tobillo junto con la contractura de la musculatura intrinseca que
produce una deformidad en garra de los dedos. Todas estas contracturas y alteraciones
hacen muy dificil una adecuada medicion de las distancias necesarias para el calculo
de los indices funcionales, tal y como advirtieron en sus articulos Dellon, Hare y Weber

(56,58,59). No obstante, en el proyecto actual se consiguié medir todas las distancias
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necesarias para calcular los indices funcionales a excepcion de la distancia entre 2°y

5° dedo, que se sustituyd por los 6 mm convenidos.

El andlisis de la pisada y calculo posterior de los indices funcionales es la
variable mas utilizada para estimar la recuperacion funcional tras lesiones de nervio
ciatico (19). En la literatura, diversos autores han destacado la falta de correlacion entre
los hallazgos histomorfolégicos y los resultados funcionales medidos en forma de
indices (55,60,61). Si bien es cierto que el indice funcional del nervio ciatico tiene buena
correlacion con resultados histolégicos en modelos animales de lesiones por
aplastamiento del nervio ciatico (crush injury), en los modelos en los que se utilizan
injertos o conductos para reparar la lesion, la falta de correlacion es mas frecuente
(56,58,62). Estudios previos realizados por el equipo de Tessa Gordon también sefialan
que, tras la seccién y reparacion del ciatico, se produce la reinervacion aberrante de
musculos flexores y extensores, asi como de las fibras sensitivas, lo que se traduce en
una pobre recuperacién de los indices funcionales (19). Pese a todo ello, se sigue
considerando que los indices funcionales son una medida de la funcion alcanzada tras
una reparacion nerviosa y que representan la funcion global de la forma mas parecida
a lo que se pretende conseguir en la préactica clinica. Sin embargo, la ausencia de
correlacion con otras variables histolégicas de estudio sugiere que éstas Ultimas podrian
aportar informacion sobre el grado de regeneracion axonal o de reinervacion muscular,

pero no informarian de la recuperacion funcional (49).

Todos estos factores juntos podrian explicar la ausencia de diferencias
significativas entre el grupo control positivo (grupo A) y los experimentales (grupos B y
C) con respecto al grupo control negativo (grupo D) en el que no se utilizaron injertos
para reparacion nerviosa. Estos resultados coinciden con articulos previos en los que
se utilizaba el mismo modelo animal. Constaba de tres grupos experimentales que
tenian un defecto de nervio ciatico de 14 mm reparado mediante autoinjerto, aloinjerto
acelular o conducto de colageno y en el que no se observaban diferencias en el SFI
(Sciatic functional index, indice funcional del ciatico) calculado en la semana 12 (28). El
tamafio muestral no excesivamente amplio de los grupos de nuestro estudio v,
especialmente del grupo D, podria limitar la validez de este resultado. De hecho, el
tamafio muestral esta calculado para tener potencia a la hora de detectar diferencias en
el nimero de axones y por esta razon podria ser insuficiente para desvelar diferencias
en los indices funcionales. Tampoco se observaron diferencias entre los grupos

experimentales y el grupo control, aportando cierta evidencia de que los aloinjertos
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utilizados en este proyecto podrian obtener el mismo resultado funcional que los

autoinjertos.

Teniendo en cuenta publicaciones anteriores, los resultados del SFI y del TFI
(Tibial functional index, indice funcional del tibial) deberian ser méas parecidos entre si
que los del PFI (Peroneal functional index, indice funcional del peroneo) y el SFI, puesto
que el nervio tibial engloba una mezcla de fibras motoras y sensitivas mayor que el
nervio peroneo y constituye un porcentaje mayor del total de fibras que conforman el
nervio ciatico. EI menor valor del PFI frente al TFI se observa en todos los grupos a
excepcion del grupo A. Este dato podria explicar alguno de los resultados de las
variables relativas a la musculatura, en las que la recuperacién de la masa muscular
relativa del muasculo tibial anterior (dependiente del componente peroneal del nervio
ciatico) es ligeramente superior a la del masculo gastrocnemio medial (dependiente del

componente tibial del nervio ciatico) en todos los grupos.

En trabajos previos, Navarro et al. destaca la posibilidad de que, aunque se haya
producido la regeneracion axonal a través de los aloinjertos, la reinervacion final del
musculo sea imprecisa. Axones inervando simultdneamente musculos antagonistas,
dirigiéndose a érganos diana diferentes de los originales o la poliinervacion de la misma
célula diana por distintos axones son escenarios que suceden con frecuencia en estos
modelos animales y que podrian explicar los resultados inespecificos obtenidos (63,64).
La reinervacion dirigida mediante injertos fasciculares o sustancias promotoras de la
misma usando camaras de trabajo no es posible en este tipo de experimentos.
Asimismo, los axones regenerados se ramifican dentro de los musculos pudiendo
inervar hasta 5 veces mas fibras musculares de lo que lo harian en condiciones
normales, derivando esto en una menor especificidad de funcion (19). Todo ello conlleva
la denervacion parcial de determinados musculos, pardlisis asociada y contracturas

articulares (58).

La falta de recuperaciéon funcional que ponen de manifiesto los valores de los
indices funcionales descritos en este trabajo es coherente con las recomendaciones de
investigaciones previas. En ellas se enfatiza en la seleccion de los métodos de
evaluacion de la recuperacion funcional en experimentos de regeneracién nerviosa en
animales (19,65). Si bien es cierto que se tuvieron en cuenta a la hora de disefiar este
proyecto, el estudio de la conduccién nerviosa in situ incrementa el coste del

experimento, la morbilidad a los animales (se recomienda realizar la medicion de forma
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invasiva), no esta exento de errores en la medicion y dificulta la comparacion posterior
con numerosos estudios sobre regeneracidn nerviosa, ya que la mayoria seleccionaron

los indices funcionales como una de las variables funcionales de resultado (44).

Una buena alternativa para superar alguna de estas limitaciones, si se quisiera
estudiar la recuperacion funcional de la extremidad inferior tras lesibn de nervio
periférico, seria escoger exclusivamente el nervio tibial a la hora de crear y reparar el
defecto nervioso para disminuir la posibilidad de reinervacion cruzada. Al conservar el
nervio peroneo se mantendria la dorsiflexién del tobillo y se aseguraria que todas las

pisadas son medibles (44).

Como se sefialé al inicio de la seccion, el Rotarod se ha utilizado como
herramienta para valorar la recuperaciéon funcional. Los mejores valores en el Rotarod
los obtuvieron los animales tratados con aloinjertos acelulares frescos seguidos de
aquellos en los que se aplicaron aloinjertos acelulares liofilizados. En tercer lugar,
estaria el grupo correspondiente a los autoinjertos y en ultimo, el grupo control negativo.
Aunque las diferencias entre los grupos no alcanzaron significancia estadistica, estos
resultados podrian indicar la ausencia de diferencias en la recuperacion de la funcion
tras reparacion con autoinjertos o aloinjertos acelulares, correspondiendo el peor

resultado en el Rotarod a los animales del grupo control negativo (grupo D).

Sin embargo, no se observa correlacion con las otras pruebas funcionales
utilizadas (SFI, TFI, PFI), circunstancia que podria deberse a que el Rotarod estaria mas
enfocado a estudiar la coordinacion motora y el equilibrio, funciones menos alteradas
en las lesiones de nervio ciatico (50,66). No obstante, es interesante observar que, en
todos los grupos, los resultados alcanzados en el cuarto intento superaban a los
obtenidos en el primer intento. Este dato justifica la necesidad de realizar un
entrenamiento previo adecuado antes de realizar la prueba con el Rotarod para
asegurarse una buena adaptacion del animal al dispositivo. Hasta la fecha, no se ha
encontrado ningun estudio sobre regeneracion de nervio periférico con injertos que haya
utilizado este sistema como método para evaluar la recuperacion funcional de los
animales. Pese a ello, podria considerarse una herramienta complementaria, ya que
permite puntuar la funcién sensori-motora y la coordinacién de una forma relativamente
sencilla y no invasiva (65). A pesar de a la facilidad de utilizacién y disponibilidad de

esta herramienta, antes de poder recomendar el uso del Rotarod para valorar la
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recuperacion funcional en lesiones de nervio periférico, este deberia compararse

explicitamente con los instrumentos utilizados y validados actualmente.

Otra explicacion tentativa para la ausencia de diferencias significativas entre los
grupos en los resultados observados en el Rotarod podria deberse al aumento de las
unidades motoras que se produce tras el florecimiento colateral de nuevos axones al
reparar el nervio ciatico. La reparacion de la lesién del nervio ciatico conlleva el aumento
del nimero de fibras musculares que esta inervado por un Unico axén y que actia como
mecanismo compensador cuando se produce una lesién nerviosa. En condiciones
normales, en las ratas maduras, el patron de inervacion es mononeuronal, cada fibra
muscular esta inervada por una Unica motoneurona (67). Tras la denervacion y posterior
reinervacion, se produce el crecimiento colateral de los axones y se multiplica el tamafio
de las unidades motoras entre 3y 5 veces. En las ratas, este incremento compensador
del tamario de la unidad motora hace que el 30% de las unidades motoras sean capaces
de inervar el masculo al completo y mantener la funcién motora (67,68). Por todo ello,
es posible que no se hayan podido detectar diferencias significativas entre los grupos
utilizando esta herramienta, ya que el mecanismo compensador descrito podria

enmascararlas.

/ HISTOMORFOLOGIA DEL NERVIO

Una de las mayores potencias del estudio radica en la minimizacion de los
posibles sesgos en la cuantificacion de las variables morfologicas del nervio. Al analizar
cuantitativamente las fibras nerviosas, pueden aparecer al menos cinco fuentes de
sesgo (69,70). La primera corresponde a la cepa, género y edad del animal escogido.
Para eludir este sesgo, se utilizaron ratas de la misma cepa y del mismo rango de edad.
El segundo sesgo estaria basado en la seccion que se realiza en el nervio a analizar.
En el proyecto, todos los nervios cidticos se seccionaron a la misma altura y viene
definida en el apartado de Material y Métodos. El tercero hace referencia a la
localizacién de los campos de muestreo dentro de la seccion del nervio analizado (sesgo
de localizacion). El cuarto sesgo alude a los criterios de inclusion y exclusién para
muestrear las fibras nerviosas (sesgo de morfologia) y el quinto se refiere al método
empleado para medir el valor de las variables seleccionadas (sesgo de medida). Estas

tres dltimas fuentes de sesgo estan relacionadas con el muestreo y posterior medicion
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de las variables y deben ser controlados metodolégicamente para minimizarlos. En el
estudio realizado, se llevé a cabo un muestreo aleatorio de cada imagen para garantizar
que todos los campos tuvieran la misma oportunidad de ser muestreados, que se
distribuyeran sistematicamente por toda la superficie del nervio muestreado sin
depender de la subjetividad del investigador. De esta forma, se respeta la regla de la
“igualdad de oportunidades” por la que todas las fibras deben tener la misma
probabilidad de estar incluidas en la muestra (54). Para evitar la sobrestimacion de las
fibras y controlar el efecto de los bordes, se establecié que aquellas fibras incompletas
del campo que tocaran los bordes inferior y derecho quedarian excluidas. Finalmente,
para minimizar el sesgo morfolégico se permitié el ajuste manual del recuento para
excluir elementos contabilizados como fibras que no lo eran o para afadir fibras

nerviosas no contabilizadas.

En lo que respecta al porcentaje de area muestreada, estudios anteriores hacen
alusién a la necesidad de examinar morfologicamente un minimo del 10% del area
muestreada para evitar el sesgo de seleccion o muestreo (sampling bias) (46,71,72). En
los resultados obtenidos, todos los segmentos medio y distal de nervio ciatico
muestreados permitieron analizar, como minimo, el 10% del &rea total muestreaday, en
la mayoria de los casos, el 25%. Otros estudios expresan el nimero de campos
analizados sin detallar el area a la que corresponden, por lo que es imposible saber

cuan representativos seran los resultados obtenidos (73).

La falta de tejido para analizar en el segmento distal de los animales del grupo
control negativo (grupo D) implica la ausencia de regeneracion nerviosa. Hay dos casos
de animales del grupo D en los que si se obtuvo una muestra minima en el segmento

medio, pero esta no tuvo continuidad en el segmento distal.

A la hora de interpretar los resultados, es importante tener en cuenta que en este
estudio solo se ha utilizado el microscopio éptico para el analisis histomorfoldgico y no
el electrénico. Tal y como sugiere Ronchi et al., esto puede infraestimar en nimero las
fibras nerviosas de menos de 2 um y, por ende, al no contabilizar las fibras mas

pequefas, sobreestimar las variables referentes al tamafio medio de las mismas (73).

En 2008 Brenner ya alertaba de la alta probabilidad de incurrir en errores de tipo
Il al utilizar modelos experimentales con roedores (74). En este trabajo se ponia de
manifiesto la importancia de escoger el momento temporal para realizar el analisis

histolégico y funcional de los nervios en funcion del tipo y tamafio del defecto creado.
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La razon es que, debido a la enorme capacidad de regeneracion de los roedores, la
eleccién de un punto final demasiado largo puede hacer que no se detecten diferencias
que de haber seleccionado un punto final previo si se habrian detectado. No obstante,
el punto final 6ptimo para detectar diferencias en las variables histolégicas del nervio y
las funcionales o histolégicas de los 6rganos diana difiere entre si. De hecho, las 20
semanas escogidas en el trabajo aqui descrito suponen un punto intermedio entre lo
que se podria considerar éptimo para un defecto de 14 mm desde el punto de vista de
la regeneracién axonal y la recuperacién funcional, que siempre requiere de mas tiempo.
Estudios previos demuestran que la capacidad te6rica de regeneracién nerviosa de los
animales es de 3 mm/dia en condiciones ideales (disminuyendo esta capacidad con la
edad, el tamafio del defecto, el tipo de lesién y el tiempo de evolucion) y que el frente
de regeneracion supera el punto de reparacion de forma escalonada requiriendo 4
semanas para completarlo (19,75). Tedricamente, los animales del experimento actual
necesitarian 8 semanas para superar los dos puntos de sutura del injerto (proximal y
distal) y 4,7 dias para crecer a lo largo de los 14 mm de defecto nervioso. Esto supone
un total de casi 9 semanas para que los axones regenerados lleguen al cabo distal.
Posteriormente, puesto que no solo se pretende analizar la regeneracion nerviosa sino
también la recuperacion funcional, se necesita mas tiempo para que esos axones

regenerados alcancen sus drganos diana y los reinerven de forma efectiva.

Recapitulando los resultados obtenidos referentes a las variables
histomorfolégicas del nervio, tanto los aloinjertos descelularizados liofilizados como los
conservados en fresco permitieron el crecimiento de un nimero de axones que no
mostraba diferencias estadisticamente significativas con el nUmero de axones obtenido
al reparar el defecto con autoinjerto. Igualmente, los datos de este estudio muestran que
los aloinjertos procesados y descelularizados promueven mayor crecimiento y
regeneracion axonal que los tubos de silicona vacios. La falta de regeneracion a través
de los conductos era un resultado esperable teniendo en cuenta el tamafio del defecto
y el microambiente creado por el tubo. Concretamente, la literatura sefiala que los tubos
de silicona no son capaces de permitir la regeneracion axonal en defectos de mas de
10 mm (76,77). La ausencia de regeneracién en este caso confirma que los conductos
de silicona actllan como un grupo control negativo y demuestran que la regeneracion
observada en el resto de los grupos experimentales no se debe a la regeneracion
espontanea que puede haberse visto en otros modelos experimentales con roedores
(74).
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El trabajo de Moore et al., con un disefio similar al presente en este trabajo,
mostraba cifras de axones similares en los que los aloinjertos descelularizados mediante
detergentes (n axones = 5.333 + 3.613), de forma analoga a como se ha realizado en
este trabajo, conseguian un nimero de axones en el segmento distal similar a los
autoinjertos (n axones = 6.331 * 2.251) y superiores al nimero de axones obtenido al
utilizar aloinjertos descelularizados mediante el protocolo realizado por AxoGen®
(Avance nerve grafts. AxoGen, Inc., Alachua, Florida) (n axones = 2.717 + 2.468) o

utilizando el frio como método de procesamiento (n axones = 1.597 + 1.193) (20,28).

Por otro lado, los resultados del estudio presente diferian de los encontrados por
Tang et al., que describian unos valores de nimero de axones en segmento distal de
9.434 + 974 para los aloinjertos procesados mediante detergente tipo AxoGen® y de
12.557 + 2.169 para aquellos animales tratados mediante autoinjerto. Tampoco ellos
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos. La gran diferencia
con respecto a los valores en el nUmero de axones del trabajo de Tang podrian deberse
a varios factores: mayor peso de los animales utilizados y defecto nervioso méas corto
(10 mm) (78). Los resultados de Tang son similares a los presentados por Whitlock et
al., que mostraba cifras de alrededor de 10.000 axones presentes en el segmento distal
del nervio ciatico tras la reparacion de un defecto de 14 mm a las 12 semanas, sin
diferencias entre los distintos grupos: autoinjerto, aloinjerto descelularizado tipo
AxoGen® y conducto de colageno (NeuraGen®) (28). En este Ultimo caso, los animales
utilizados fueron ratas macho Brown-Norway de las que no se detalla su peso al inicio
o al final del experimento, por lo que es dificil poder comparar sus resultados en términos

absolutos de nimero de axones con los propios.

Un hallazgo inesperado fue que el nimero de axones del segmento medio de los
animales tratados con autoinjertos nerviosos (grupo A) practicamente duplicaba al
namero de axones del segmento distal, indicando un probable crecimiento aberrante
(79). Esta situacion también se observaba, aunque en menor medida, en los animales
del grupo de aloinjertos acelulares frescos (grupo C), pero no afect6 a los tratados con

aloinjertos acelulares liofilizados (grupo B).

El nimero de axones es la variable mas utilizada para medir el éxito de la
regeneracion nerviosa, tanto en estudios que valoran la reparacion directa como en
aquellos que evaltuan la utilidad de injertos o conductos (19,80). Sin embargo, a pesar

de ser la medida més utilizada, no se debe obviar que tras la seccion del nervio ciatico
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se produce un fendmeno de regeneracion axonal aleatoria en la que las motoneuronas
son capaces de generar hasta 3 axones por cada una de ellas y las sensitivas el doble
(81). Por tanto, aunque es la medida mas utilizada en los estudios sobre lesion tipo
seccion y reparacion de nervio ciatico, la correlacion entre el nUmero de neuronas y el
namero de axones regenerados aportaria mas informacion sobre si el método de
reparacion utilizado afecta al nimero de neuronas o sélo estimula el florecimiento
colateral de muchos axones desde una misma neurona. No obstante, el objetivo del
estudio es valorar si los injertos permiten la regeneracion de esos axones a través de
ellos y de si estos Ultimos, al llegar a los 6rganos diana, son suficientes en nimero y

madurez para poder conseguir la recuperacion funcional.

En la literatura se expone que, tras una seccion y posterior reparaciéon del nervio
ciatico, se produce la proliferaciéon de mas de un axén por cada motoneurona y, por
tanto, un numero reducido de motoneuronas con sus axones regenerados puede llegar
a reinervar de forma suficiente las fibras musculares del 6rgano diana y obtener valores
normales de fuerza de contraccibn muscular. Hay estudios que hablan de un aumento
de las unidades motoras, esto es, mayor numero de fibras musculares inervadas por un
mismo axén hasta un limite de 3-5 veces en las ratas. Si se extrapolan estos datos y se
aplican al estudio, podria ser que sélo con una quinta parte de las unidades motoras se

pueda conseguir una recuperacion funcional normal (67,68).

En el caso de la densidad de fibras nerviosas (nimero de axones/100 pm?), esta
es una variable mas objetiva a la hora de comparar los resultados entre estudios, ya que
elimina la influencia que puede tener el tamafio del animal de experimentacion y el
diametro completo del nervio analizado a la hora de valorar el nimero de axones. Como
es légico, en el estudio presenta un resultado similar al del nidmero de axones
normalizado, sin diferencias significativas entre los defectos reparados con autoinjertos

o0 aloinjertos.

Si retomamos los resultados obtenidos por Moore et al., cuando lo que se valora
es la densidad de fibras nerviosas, las diferencias entre los cuatro grupos que si se
observaban al valorar el nUmero de axones absoluto, dejaron de ser significativas
estadisticamente (autoinjerto, aloinjerto descelularizado con detergente, aloinjerto

descelularizado método AxoGen®, aloinjerto descelularizado con frio) (20).

Volviendo a las caracteristicas morfolégicas de las fibras nerviosas, el didmetro

del axén (um), el espesor de la vaina de mielina (um) y el area del axén (um?) son
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medidas de la madurez de las fibras mielinicas. En el estudio actual, no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas en el tamafo de los axones, pese a ser éste
mayor en los animales tratados con autoinjertos. Se observo también que los axones
del segmento medio eran mas grandes que los del segmento distal, probablemente
porque a medida que los axones se desplazan hacia las zonas mas distales y se

ramifican suelen ir disminuyendo su calibre.

Generalmente se acepta que cuando se toma el diametro minimo del axén como
referencia para establecer el didmetro del mismo se incurre en una infraestimacion
debido a la retraccion de las fibras en el procesamiento de las muestras (70,80). Esto
podria justificar los valores ligeramente inferiores que se presentan en este trabajo
comparados con los de la literatura previa (20). Otro factor que también podria influir en
el diametro de los axones es el tiempo, pues el diametro de los axones regenerados
aumenta con el paso del tiempo y con el crecimiento y maduracién de los animales
(80,82).

Tal y como sucedia con el diametro de los axones, los tres grupos
experimentales mostraron axones con areas que no llegaron a alcanzar diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Aunque si se observa que los valores de los
animales del grupo tratado con autoinjertos fueron superiores a los del grupo de
aloinjertos frescos y éstos superiores a los del grupo de aloinjertos liofilizados. Estos
datos deben ser interpretados con cautela, pero probablemente el hecho de preservar
los aloinjertos descelularizados en fresco (grupo C) y reducir los tiempos de
procesamiento con respecto a los aloinjertos liofilizados (grupo B) influye en la
conservacion de factores de crecimiento en el tejido descelularizado y, por ende, podria

influir en la madurez alcanzada por los axones regenerados (83,84).

Como se menciond anteriormente, el comportamiento del espesor de la vaina de
mielina es comparable al del diametro o area del axén. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los axones regenerados a través de los autoinjertos
o aloinjertos procesados. Existe un paralelismo entre el comportamiento de estas tres
variables referentes a la madurez de los axones y que, en los tres casos, alcanzan
valores de aproximadamente un tercio de los valores presentes en un nervio ciatico de
rata integro (tabla 12 en Resultados). Estos hallazgos parecen apoyar la idea de que la
mielinizacién de los axones regenerados en el segmento distal del nervio reparado es

un proceso largo y continuado que puede tardar afios en normalizarse (19,85).
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Como ya se apunt6 previamente en el nimero de axones normalizado y la
densidad de fibras nerviosas, el porcentaje de tejido nervioso también demostré que
tanto los autoinjertos como los aloinjertos descelularizados (grupo B y C) permitian la
regeneracion de los axones a lo largo del defecto creado en el nervio ciatico. Aunque en
este caso no se observaran diferencias significativas, el porcentaje de tejido de los
animales del grupo tratado con autoinjerto (Me A=11,49 %) fue de mas del doble que el
de los animales tratados con aloinjertos procesados (Me B=5,61 %; Me C=5,62 %:;). Los
valores son similares a los obtenidos en estudios previos y coherentes con el resto de

resultados obtenidos (20).

Para finalizar y, contrariamente a lo que cabria esperar tras una lesion y
reparacion de nervio ciatico en ratas, el indice de regeneracion de los grupos no ha sido
superior a 1. En todos los grupos el rango incluye el valor 1, lo que indica que hay
animales en los que el nimero de axones distales supera a los proximales y otros en
los que esto sucede a la inversa. Si atendemos a la bibliografia, tras una seccién y
posterior reparacion del nervio ciatico de ratas mediante injertos, se produce la
proliferacién colateral de axones a partir de una misma neurona, lo que ocasiona un
aumento del nimero de axones en el segmento distal con respecto al proximal, aunque
estos sean de menor calibre 0 mas inmaduros (80). Posteriormente, a lo largo de su
crecimiento a través de los injertos, los axones que se dirigen a dianas erréneas podrian
interrumpir su avance o desviarse y no terminar superando la sutura distal, justificando

un indice de regeneracién inferior a 1 (80).

/ HISTOMORFOLOGIA MUSCULAR

El peso de los musculos distales a un nervio lesionado y posteriormente reparado
se considera proporcional al grado de reinervacion del masculo. Dado que los musculos
denervados sufren una atrofia progresiva, esta es una variable que indica la llegada del

frente de regeneracion a los 6rganos diana (65).

En los resultados de nuestro estudio para el musculo gastrocnemio medial, tanto
los animales tratados con autoinjerto (grupo A) como los tratados con aloinjertos
acelulares frescos (grupo C) (Me A=68,42 % vs. Me C=63,22 %) no mostraron
diferencias significativas entre si y fueron significativamente superiores a los tratados

mediante aloinjertos acelulares liofilizados (grupo B) (Me B=50,00 %) y a los animales
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del grupo D (Me D=16,95 %). Whitlock et al. publicaron en 2009 sus resultados con
respecto a la masa muscular relativa del musculo gastrocnemio sin encontrar diferencias
significativas entre los grupos a los que trataban un defecto de 14 mm en el nervio ciatico
con autoinjerto (0,4 = 0,06; n=4), aloinjerto (0,34 £+ 0,06; n=4) o conducto de colageno
(0,36 + 0,04; n=5) (28). Es posible que la diferencia de 8 semanas (el punto final de
Whitlock fue la semana 12) entre la medicidon del peso muscular que se hace en el
estudio comentado y en este presente justifique la recuperacién de casi el doble de la
masa muscular que se exhibe en nuestros resultados. Resultados similares a los
obtenidos en este experimento obtuvieron otros autores como Tang, en los que el peso
relativo del tibial anterior estaba entre el 47,5 % y el 52,0%, sin diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (78). El trabajo de Moore et al. tampoco
encontro diferencias significativas entre los grupos experimentales, con valores de peso
relativo del misculo extensor digitorum longus (EDL) en la semana 16 de 83,75% para
el grupo de autoinjerto, 71,95% para los animales tratados con aloinjertos procesados
mediante detergentes, 73,13% para los aloinjertos descelularizados con frio y de
57,57% para los aloinjertos descelularizados segin AxoGen®. Para los animales del
grupo control negativo el peso relativo del EDL fue de 17,59%, muy similar al resultado
obtenido en nuestro trabajo para el grupo control negativo (conducto de silicona).

Ademads, en los resultados del experimento actual se observa que el peso relativo
del masculo tibial anterior alcanza valores superiores a los del musculo gastrocnemio
medial en todos los grupos. Estos datos podrian sugerir la menor afectacion del
componente peroneo con respecto al tibial en las lesiones del nervio ciatico 0 una menor

incidencia de reinervacién cruzada en el nervio peroneo.

Estos resultados reconfirman que, aunque se pueda recuperar la masa
muscular, la funcion motora global e integrada que se cuantifica con otras variables
como los indices funcionales derivados del andlisis de la pisada o el Rotarod se ve
alterada a pesar de hacer una reparacion inmediata del defecto nervioso y pese a haber

regeneracion axonal suficiente (47,59,86,87).

Una vez valorado el peso relativo muscular, a continuacién se discute la
recuperacion histolégica del musculo gastrocnemio medial reinervado. Los animales
tratados con aloinjertos acelulares conservados en fresco fueron los que mejor
puntuacion obtuvieron en la escala de valoracion histol6gica muscular, seguidos de los

animales tratados con autoinjertos y aloinjertos procesados liofilizados y terminando con
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los animales del grupo control negativo, que obtuvieron la peor puntuacién. Pese a no
observarse diferencias estadisticamente significativas en la puntuacion global, los
resultados si revelaron diferencias en cuanto al grado de atrofia de las fibras musculares
y su diametro. El diametro de las fibras de los animales tratados con aloinjerto acelular
en fresco (grupo C) fue significativamente mayor que el de los animales tratados con
autoinjerto o aloinjerto acelular liofilizado, que no diferian entre ellos en el didmetro de
sus fibras. Los tres grupos presentaron diametros superiores a los observados en las
fiboras de los animales del grupo control negativo (grupo D). Este resultado es
consistente con el grado de atrofia observado en las muestras histoldgicas, en las que
el grupo D presenté una proporcion de animales con atrofia de fibras en >50% de su

tejido significativamente mayor que la observada en el resto de los grupos.

Por lo que respecta al resto de variables consideradas en la clasificacion
histolégica muscular, los datos muestran que lo mas destacado es la atrofia de las fibras
musculares. Seguidamente se produciria el depésito de colageno, presente en menor
porcentaje de tejido muscular y, para terminar, la infiltracibn grasa, que esta
practicamente ausente en todos los grupos. Es interesante observar que, tal y como
sefialaba Aird et al., la atrofia muscular precede al depdsito de coladgeno en el musculo
y es el principal factor predisponente para la fibrosis muscular. En el estudio actual se
pone de manifiesto esta premisa, pues la atrofia de las fibras musculares afecta a mas
animales dentro de cada grupo que el depésito de coldgeno en el musculo, que podria
comenzar a acumularse de forma temprana tan s6lo 3 meses después de la denervacion
(88).

Para sintetizar, la capacidad de regeneracion de los aloinjertos acelulares se ha
evaluado analizando la regeneracion axonal y la recuperacion funcional tras la
reparacion nerviosa. La histomorfologia del nervio se ha utilizado para estudiar la
regeneracion aguda de los axones a través de los injertos o conductos empleados.
Seguidamente, el estudio de los indices funcionales, asi como de los musculos ha

permitido conocer los efectos funcionales crénicos de la denervaciéon-reinervacion.

Los aloinjertos acelulares han demostrado que permiten la adecuada
regeneracion axonal de defectos mixtos de 14 mm de forma similar al gold estandar
actual (autoinjertos) y de forma superior a la permitida a través de los tubos de silicona.
Los resultados también sugieren que los métodos de procesamiento de los nervios

pueden influir en sus propiedades regenerativas y, sobre todo, en la recuperacion
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funcional que promueven. Los resultados histologicos del nervio no muestran
diferencias significativas entre los grupos, pero la recuperacion funcional a nivel
histoloégico muscular parece superior en los animales tratados con aloinjertos acelulares
preservados en fresco. Parece coherente que no se hayan encontrado diferencias
significativas en el grado de regeneracion axonal soportado por las dos modalidades de
aloinjertos o con los aloinjertos y el autoinjerto. El método de descelularizacién de los
aloinjertos es el mismo en ambos casos y soélo difieren en el dltimo paso, relativo a su
método de conservacion. Por los resultados cosechados, este Ultimo paso tendria
consecuencias Unicamente en el plano de la recuperacion funcional evidenciado en las
diferencias observadas a nivel muscular. Hudson et al. ya depur6 el método de
descelularizacion y el presente estudio no ha hecho mas que terminar de optimizarlo,
por lo que se obvia la necesidad de comparar este método de descelularizaciéon con
otros alternativos que ya han demostrado ser inferiores en cuanto a regeneracion axonal
y recuperacion funcional se refiere (20,24). Es posible que la superioridad de los
aloinjertos acelulares preservados en fresco con respecto a los liofilizados pueda
deberse a que este ultimo paso de liofilizacion ocasione la pérdida de determinados
factores de crecimiento o propiedades constitutivas del injerto que disminuyan su
eficacia. Cualquier paso adicional en el tratamiento de los nervios parece incrementar la
pérdida de propiedades inherentes del nervio y disminuir su potencial regenerativo.
Estos datos deberan tenerse en cuenta si el objetivo final es trasladar la aplicacion del

protocolo de descelularizacién a la practica clinica en pacientes.

La principal limitacion de este estudio es no haber comparado los aloinjertos
acelulares procesados mediante detergentes con los aloinjertos de AxoGen®
comercializados en la actualidad. Esta limitacion podria haberse salvado utilizando
aloinjertos preservados en frio, tal y como sugeria en su discusién Moore et al., pues
estos se habian comportado de forma analoga a los de AxoGen® y constituian una

buena alternativa para ahorrarse el coste de su inclusion en los experimentos (20).

Aunque el estudio ha demostrado con éxito que los aloinjertos acelulares
procesados mediante el protocolo propuesto permiten la regeneraciéon axonal y la
recuperacion funcional de forma similar a lo conseguido mediante autoinjertos, tiene
ciertas limitaciones en términos metodoldgicos. Si bien es cierto que la mayoria de los
estudios de regeneracién de nervio ciatico en ratas lo obvian, el marcaje retrogrado de
las motoneuronas permitiria contar el nimero de neuronas que se regeneran a través

del injerto nervioso y definir de forma mas precisa como transcurre la regeneracion
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axonal en cada caso (19,43,80). Asimismo, las pruebas funcionales utilizadas son las
mas prevalentes en la literatura, pero no por ello estarian exentas de sesgos y su
interpretacion debe hacerse en el contexto del objetivo del estudio. La valoracion
mediante electrofisiologia de la funcién muscular o el analisis visual mediante programas
informéticos de la marcha de los animales proporciona informacion mucho mas precisa
de la reinervacién funcional alcanzada tras la reparacién del nervio ciatico, pero el
incremento del coste y duracién del experimento que supone se considerd excesivo para

los objetivos planteados al inicio del estudio (19,62).

No obstante, y pese a las limitaciones enunciadas, la metodologia descrita para
la valoracion histomorfoldgica del nervio ciatico queda minuciosamente reflejada en el
estudio y garantiza su reproducibilidad. El control de los sesgos en la obtencién y
posterior analisis de las secciones de los nervios obtenidos es fundamental para poder
comparar los resultados entre grupos y con otros estudios similares. Lamentablemente,
existen numerosos estudios sobre regeneracién nerviosa que obvian dicha descripcion
0 que no controlan los sesgos de seleccion o la regla de igualdad de oportunidades y
que obligan a interpretar con cautela sus resultados (46,54,71,72)

Tal y como ya sugerian Moore y Hudson hace afios y con el objetivo de aplicar
estos resultados a la practica clinica en humanos, todos los mecanismos de
procesamiento de nervios deben optimizarse para su uso en humanos (20,24). Con ese
objetivo en el horizonte y tras la confirmacion de que el método desarrollado permite la
regeneracion axonal y la recuperacion funcional de forma similar o incluso superior a los
autoinjertos, se puede acoplar y adaptar el protocolo de descelularizacion a la naturaleza

de los nervios humanos.

Investigaciones futuras deberan estudiar si la capacidad de regeneracion de los
aloinjertos acelulares se mantendra en defectos superiores a los 14 mm evaluados en
este trabajo. Es de esperar que los aloinjertos procesados no puedan igualar la
regeneracion axonal conseguida por los autoinjertos cuando se superan los 30 mm de
defecto nervioso. Seria interesante realizar estudios complementarios sobre el papel del
enriquecimiento de los injertos nerviosos con factores de crecimiento o células para

estimular ain mas la regeneracion axonal (89).
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1/ Este trabajo permite demostrar mediante variables histomorfol6gicas del
nervio que la regeneracién axonal tras la reparacién del nervio ciatico con aloinjertos
acelulares procesados no se diferencia de la regeneracidn axonal conseguida mediante
el método gold estandar actual (autoinjertos) en un defecto de nervio ciatico de rata de

14 mm.

2/ Los resultados obtenidos, junto con la ausencia de lesiones de rechazo
inmunoldgico tras el protocolo de descelularizacion propuesto y la viabilidad técnica de
los injertos acelulares, han permitido adaptar el protocolo a la descelularizacién de
nervios de donante humano. Estos injertos acelulares humanos podrian emplearse en
la préactica clinica diaria para tratar lesiones que actualmente se tratan con conductos

de coladgeno o autoinjertos.

3/ La utilizacién de dos métodos de preservacion de nervios diferentes, fresco y
liofilizado, informa de que, si bien ambos permiten una regeneracion de los axones
similar, los resultados histologicos estudiados en el masculo gastrocnemio medial son

superiores en los animales tratados con aloinjertos acelulares preservados en fresco.

4/ La regeneracion axonal observada no se correlaciona con los resultados
obtenidos en los indices funcionales de los animales ni con los resultados

histomorfolégicos del musculo.

5/ Los resultados de esta investigacion demuestran que la secuencia de acciones
semiautomatizada utilizada para calcular las variables histomorfoldgicas del nervio es
altamente eficiente y podria emplearse de forma sistematica para cualquier analisis
histol6gico de nervios. La curva de aprendizaje para investigadores es escasa y la
probabilidad de error muy baja, al incluir pasos intermedios en los que poder corregir los
errores derivados de la automatizacién. La rigurosidad y el detalle reflejado en la

realizacién del estudio histomorfologico del nervio es una de las fortalezas del estudio.
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/ AUTORIZACION PARA UTILIZACION DE ANIMALES

GOBIERNO DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS

CONSEJERIA DE DESARROLLO RURAL Y RECURSOS NATURALES
BOWON. PRINCIPADQ DE ASTURIAS
R&g. Sallds N® 2017020714020547
2200872017 15:08:02

RESOLUCION de 15 de mayo de 2017, de JUAN ARGUELLES LUIS

la Consejeria de Desarrollo Rural y DPTO. BIOLOGIA FUNCIONAL

Recursos Naturales, sobre autorizacion
de proyectos de investigacion que utilicen FACULTAD DE MEDICINA

animales de experimentacién, AVDA. JULIAN CLAVERIA, S/N
PROAE 1172017 33006 OVIEDO
ASTURIAS

Con fecha 15 de mayo 2017 la Ilma. Sra. Consejera de Desarrollo Rural y Recursos Naturales,
ha dictado la siguiente Resolucién:

“ANTECEDENTES DE HECHO

Primero.- Con fecha 6 de abril de 2017, JOSE RAMON OBESO SUAREZ en representacion
del BIOTERIO DE LA UNIVERSIDAD DE OVIEDO, presentd solicitud de autorizacion para la
utilizacién de animales en el siguiente proyecto de experimentacion "RECONSTRUCCION DE
NEVIO PERIFERICO MEDIANTE EL USO DE ALOINJERTOS Y XENOINJERTOS.
ESTUDIO EXPERIMENTAL", constando como investigador principal D. JUAN ARGUELLES
LUIS y como investigador responsable de los procedimientos con animales D. JUAN
ARGUELLES LUIS.

Junto con la solicitud, aporta la propuesta del proyecto, el resumen no técnico e informe del
comité ético y de evaluacién del proyecto por el érgano habilitado.

Segundo.- El lugar donde se desarrollard el proyecto se encuentra autorizado como
establecimiento usuario y estd inscrito en el Registro de Explotaciones Ganaderas con el
nimero ES330440003591.

Tercero.- Con fecha 6 de abril de 2017, el Comité de Etica del centro emite un informe
favorable, conforme al RD 53/2013 de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccién de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia.

Cuarto.- Con fecha 6 de abril de 2017, el Comité Ftico de Experimentacion animal de LA
UNIVERSIDAD DE OVIEDO, drgano habilitado, emite informe de evaluacion favorable del
proyecto, indicando que el proyecto cuyos datos y evaluacién se proporcionan han sido
evaluados con un nivel de detalle apropiados y que la evaluacidn ha consistido en verificar que
el proyecto cumple los requisitos especificados en el articulo 34 del RD 53/2013 de 1 de febrero
y que, tanto el investigador responsable del proyecto como las personas encargadas de la
realizacidn del mismo tienen capacitacion para ello.

Quinto.- Una vez revisada la solicitud y la documentacion presentada, la Jefa del Servicio de
Sanidad y Produccién Animal elevd con fecha 11 de mayo de 2017 una propuesta de
resolucién de autorizacion de proyectos de investigacidn que utilicen animales de
experimentacion.

FUNDAMENTOS DE DERECHO
Primero.- El articulo 25 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen
las normas bésicas aplicables para la proteccién de los animales utilizados en experimentacion y
otros fines cientificos, incluyendo la docencia, dispone:

“2. Los procedimientos solo se podrén realizar si estén incluidos dentro del marco de un
proyecto autorizado de acuerdo con la seccidn 22 de este capitulo.
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3. Los procedimientos deberan realizarse de forma que se evite a los animales cualquier dolor,
sufrimiento, angustia o dafio duradero que sean innecesarios.

4. Los procedimientos se realizaran en centros usuarios autorizados, salvo autorizacion del
érgano competente, previa justificacién cientifica de la necesidad o conveniencia de que se
realicen fuera de dichos centros.

5. Los procedimientos tnicamente podrén ser realizados por personas capacitadas o
autorizadas de forma temporal en las condiciones establecidas en el articulo 15.3 bajo
supervision responsable”.

Asimismo, el articulo 31 del citado Real Decreto, situado en su seccién 22, regula la tipologia de
proyectos con arreglo a la siguiente clasificacién:

1. Proyectos de tipo I: Aquellos proyectos en los que se den simuitdneamente las tres
circunstancias siguientes:

a) Implican exclusivamente procedimientos clasificados como «sin recuperacion», «leves» o
«moderados».

b) No utilizan primates.

c) Se realizan para cumplir requisitos legales o reglamentarios, o con fines de produccion o
diagnéstico por métodos establecidos.

Los proyectos tipo I podrdn ser tramitados por un procedimiento simplificado y no ser
sometidos a evaluacién retrospectiva.

2. Proyectos de tipo II: Aquellos proyectos en los que se den simultineamente las
circunstancias siguientes:

a) Implican exclusivamente procedimientos clasificados como «sin recuperacién», «leves» o
«moderados».
b) No utilizan primates.

Los proyectos tipo II quedardn sujetos al procedimiento de autorizacién y podrdn no ser
sometidos a evaluacién retrospectiva.

3. Proyectos de tipo III: Los proyectos diferentes de los tipos I o II. Sin perjuicio de las
autorizaciones adicionales a las que puedan estar condicionados determinados proyectos, todos
los proyectos tipo IIT quedaran sujetos al procedimiento de autorizacién y seran sometidos
posteriormente a una evaluacion retrospectiva”.

Segundo.- El proyecto para el que se solicita la autorizacién ha de ser considerado dentro del
tipo II, puesto que implica procedimientos clasificados como “moderados”:
IDENTIFICACION MEDIANTE CORTE DE OREJAS, GENERA(;ION DE DEFECTOS
NERVIOSOS, ALOINJERTOS Y XENOINJERTOS y VALORACION FUNCIONAL DEL
IMPULSO NERVIOSO, y no utiliza primates.

El establecimiento donde se desarrollard tiene la correspondiente autorizacién.

Los informes emitidos al respecto son favorables, por lo que, cumpliendo con los requisitos
previstos, ha de procederse a su autorizacion.

Deberad someterse a evaluacién retrospectiva tras la finalizacién del proyecto prevista en
diciembre de 2018.
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GOBIERNO DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS

CONSEJERIA DE DESARROLLO RURAL Y RECURSOS NATURALES

RESUELVO

Primero.- Autorizar al BIOTERIO DE LA UNIVERSIDAD DE OVIEDO, el proyecto
denominado: “RECONSTRUCCION DE NEVIO PERIFERICO MEDIANTE EL USO DE
ALOINJERTOS Y XENOINJERTOS. ESTUDIO EXPERIMENTAL"” en el que consta como
investigador principal D. JUAN ARGI'IIELLE_S LUIS y como investigador responsable de los
procedimientos con animales D. JUAN ARGUELLES LUIS.

Esta autorizacion tendrd una validez que se corresponderd con la duracién prevista en su
memoria, con un maximo de cinco afios, siempre y cuando no se produzca una modificacion
relevante en dicho proyecto, en cuyo caso seria necesario efectuar una nueva solicitud de
autorizacion a la autoridad competente.

Segundo.- Asignar el cédigo de autorizacién: PROAE 11/2017
Tercero.- Ordenar la notificacion de la presente Resolucion al interesado.

Cuarto.- La presente resolucién pone fin a la via administrativa y contra ella cabe interponer
recurso contencioso-administrativo ante la Sala de lo Contencioso-Administrativo del Tribunal
Superior de Justicia del Principado de Asturias en el plazo de dos meses, contados desde el dia
siguiente al de su notificacion, de acuerdo con lo establecido en los articulos 10 y 46 de la Ley
29/1998, de 13 de julio, reguladora de la Jurisdiccién Contencioso—Administrativa, sin perjuicio
de la posibilidad de previa interposicién del recurso potestativo de reposicién ante el mismo
érgano que dicté el acto, en el plazo de un mes contado desde el dia siguiente al de su
notificacion, no pudiendo simultanearse ambos recursos, conforme a lo establecido en el
articulo 28 de la Ley del Principado de Asturias 2/1995, de 13 de marzo, sobre Régimen Juridico
de la Administracion y en el articulo 123 de la Ley 39/2015, de 1 de octubre, del Procedimiento
Administrativo Com(n de las Administraciones Publicas. No obstante, los interesados podran
ejercitar, en su caso, cualquier otro recurso que estimen procedente.”

Lo que le comunico para su conocimiento y efectos.

Oviedo, a 16 de mayo de 2017
LA JEFA DEL SERVICIO DE SANIDAD 3
Y PRODUCCION ANIMAL 77854,
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