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Resumen

RESUMEN

Recientemente se han desarrollado nuevos métodos de reparacion quirirgica basados en el
recurso de tubulizacidn, utilizando biomateriales capaces de contener células vivas y ejercer efectos
neurotrdficos al liberar compuestos directamente al tejido lesionado. Este modelo se utilizé en el
presente trabajo para inducir la regeneracién nerviosa en la rama bucal del nervio facial, a través de
una protesis de quitosana conteniendo en sus paredes neuroesteroides (PROG, PREG 6 DHA) para
facilitar el crecimiento axonal y modular la respuesta glial mediante su liberacidon “in situ”.

Se realizaron estudios de cromatografia de gases para cuantificar la liberacién del contenido
de los neuroesteroides desde la pared de las prétesis de quitosana implantadas en el tejido sc, a
diferentes tiempos post-implantaciéon y las paredes de las mismas se analizaron por métodos
histoldgicos. Los crecimientos nerviosos resultantes en las prétesis y el niicleo motor del nervio facial,
fueron analizados por estudios de microscopia de luz y microscopia electrénica de transmisidn.

Los neuroesteroides de las proétesis implantadas sc, se liberaron durante un periodo mayor a
60 dias, tiempo necesario para que suceda crecimiento nervioso. Entre lo diferentes grupos de
estudio, se obtuvieron diferencias notables en la regeneracion del nervio facial axotomizado-
tubulizado. Desde los primeros 15 dias se distinguieron fibras no mielinizadas y células de Schwann en
el segmento proximal y distal; a los 45 dias se identificaron fibras mielinizadas con diferente diametro
y espesor de la vaina de mielina. La presencia de progesterona depositada en las paredes de
quitosana produjo la mejor organizacién estructural del nervio facial regenerado, caracterizada por —
mayor nimero de fibras mielinizadas y no mielinizadas, didmetro axdnico, proporcién “n” y “g”. Las
principales diferencias de éstos pardmetros fueron con respecto a tejidos de nervios control vehiculo.

La axotomia de la rama bucal del nervio facial produjo cambios morfoldgicos significativos en
neuronas y células gliales, demostradas al comparar los valores promedio de las estructuras del
control intacto; sin embargo, éstos cambios no fueron modificados por la administracién de PROG,
PREG 6 DHA cuando se compararon con los valores del grupo control VEH.

Se demostrd que la prétesis de quitosana y neuroesteroides resulté util como vehiculo de
liberacién y facilité la regeneraciéon del nervio facial en conejos; en particular, el neuroesteroide
progesterona produjo efectos benéficos en la respuesta regenerativa, lo que permite proponer su
utilizacién con fines terapéuticos en la reparacién de nervios periféricos seccionados de causa
traumatica.
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CAPITULO 1

MORFOLOGIA DE NERVIOS PERIFERICOS

1.1 EL AXON
1.1.1 Organizacion ultraestructural

En vertebrados, los axones son prolongaciones Unicas en su origen, pueden proyectarse
localmente y extenderse de una parte del Sistema Nervioso (SN) a otra; -central, periférico y
autondmico. Generalmente, los axones de proyeccidn local (axones de Golgi de las neuronas tipo II)
no estdn mielinizados, en cambio; los que cruzan de una regién a otra (axones de Golgi de las
neuronas tipo 1) son mielinizados (Peters y cols., 1991; Ganong 1997).

El axdén se desprende del soma neuronal mediante una prominencia axodnica, ésta se
distingue mediante métodos histoldgicos por tincién deficiente de la sustancia de Nissl, (basdfilo) y
también se identifica facilmente en micrografias electrdnicas (Fig. 1,a). En su citoplasma se distinguen
-mitocondrias, microttbulos, neurofilamentos, microfilamentos, reticulo endoplasmico liso y rugoso
ribosomas libres y aparato de Golgi (Peters y cols., 1991) (Fig. 1, ab). Sin embargo, después del cuello
axonico y segmento inicial, éste se distingue por la presencia de neurofilamentos, microttbulos,
reticulo endopldsmico liso y mitocondrias (Fig. 2,a).

Los primeros son de estructura cilindrica (10 nm @) y longitud indefinida. En cortes
transversales se identifican por paredes electro-densas (3 nm) rodeadas por un centro electro-ltcido
y en cortes longitudinales se observan dos lineas electro-densas, paralelas y separadas por una zona
brillante (Peters y cols., 1991); éstos predominan en axones grandes mientras que, en los pequefos, se
reduce la relacion de neurofilamentos/microttbulos, éstos Ultimos son estructuras tubulares, de
mayor didmetro (20-26 nm @) que los neurofilamentos, en cortes transversales (Fig. 1y 2), tienen un
centro claro y se distingue un punto central denso, que puede corresponder a un filamento central
(Peters y cols., 1991; Ganong 1997).

El reticulo endopldsmico liso tiene aspecto tubular y sacos orientados paralelamente a la
longitud del axén, en cortes transversales se observan como siluetas redondas, ¢ cisternas aplanadas
(Fig. 2,a). Este sistema se extiende desde el cuerpo celular hasta las terminales axdnicas. Las

mitocondrias son delgadas y tienen varios pm de longitud, se orientan en paralelo, a lo largo del axén
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(Fig. 1 y 2); no poseen caracteristicas distintivas, sin embargo; son mas cortas en los botones
terminales y estan asociadas con los acimulos de vesiculas sindpticas (Petersy cols., 1991).

Por otra parte, la membrana plasmdtica del axén-axolema (7 a 8 nm), se distingue por dos
estructuras tri-laminares- dos dreas densas separadas por una brillante. La capa externa, es menos
densa que la adyacente al axoplasma (Fig. 1,b). Se ha detectado aumento del grosor y densidad del
axolema (12-15 nm) durante la excitacién nerviosa (Peters y cols., 1991; Dumitru, 1994; Ganong 1997).

Finalmente, el axdn termina en su drgano diana en terminales presindpticas
(especializaciones membranales), que contienen las vesiculas donde se almacena el neurotransmisor

sintetizado por el soma (Ganong, 1997) (Fig. 2,a).
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1.2 FIBRAS MIELINIZADAS Y NO MIELINIZADAS
1.2.1 Morfologia ultraestructural

Los primeros estudios en mielina periférica mediante microscopia electrénica, fueron hechos
por Sjostrand y Fernandez-Moran (1950) (Peters y col., 1991). Inicialmente se demostrd la existencia de
lamelas, posteriormente se reveld que la mielina tenia una estructura concéntrica multilamelar, debido
a que éstas se repiten radialmente en intervalos aproximados de 12 nm (Webster, 1971,1984; Garbay y col.,
2000) (Fig. 3). Las lamelas derivan de la membrana plasmaética de las células de Schwann (CS) y son en
realidad, las vueltas de un par de membranas plasmaticas enrolladas en espirales que terminan en
dos regiones; -la cara externa de la membrana -mesaxén externo (Fig. 3, mes,) y la cara interna de la
vaina -mesaxdn interno (Fig. 3, mes;).

La aposicion de la cara externa citoplasmética de CS, forma las lineas intraperiodos (Fig. 3, LI)
y se alternan con lineas densas producidas por la aposicion de la cara interna citoplasmatica del
mismo par de membranas plasmaticas de CS (Peters y col., 1991; Garbay y col., 2000) (Fig. 3, LD). La
interpretacion de las lineas LI y LD, significan el sitio de formacién de la vaina de mielina, las primeras
contienen la glucoproteina PO y las segundas la proteina basica de mielina (Omlin, 1982; Garbay y col.,
2000).

Por otra parte, la estructura de las fibras amielinicas fue observada por Gasser (1952,1955),
mediante microscopia electrénica de transmisidn (Peters y col., 1991); y observd que una de las
caracteristicas principales de las fibras amielinicas es la forma de cdmo son envueltas por las SC; de
esta manera, identificé en varias especies animales -gatos, ratas y humanos, que éstas se introducen
individualmente en la superficie de las CS mediante muescas que se convierten posteriormente en
canales (Fig. 4). Asi, cada CS puede envolver de 5 a 21 fibras no mielinizadas (Peters y col., 1991);
mientras que, fibras mielinizadas son envueltas individualmente por una CS. Ademas, las fibras no
mielinizadas del Sistema nervioso central (SNC), carecen de vainas individuales (Peters y col., 1991; Garbay
y col., 2000). Esta célula (CS), es envuelta por una membrana -la ldmina basal, que actiia como guia de

los crecimientos axdnicos durante la regeneracidn nerviosa (Granty col., 1999).

1.2.2 Morfologia microscépica
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El nervio periférico estd compuesto de elementos neurales y no neurales: 1) axones, 2) CS 'y 3)
tejido conectivo (Grant y col,, 1999). Fibra nerviosa, es el nombre que se le da al axén (o a una dendrita)
de una célula nerviosa. Los haces de fibras nerviosas del SNC, se denominan tractos nerviosos y en el
Sistema nervioso periférico (SNP) se les llama nervios periféricos.

En ambos sitios, existen dos tipos de fibras nerviosas; -las mielinicas y las amielinicas (Dumitru,
1994; Grant y col., 1999). En el SNC los oligodendrocitos son responsables de formar la banda de mielina;
ellos pueden formar y mantener vainas de mielina para 60 fibras nerviosas; en cambio, en el SNP la CS
sintetiza la banda de mielina y sélo hay una CS por cada segmento de fibra nerviosa. Las vainas de
mielina comienzan a formarse antes del nacimiento y durante el primer afio de vida (Garbay y col., 2000).

Las fibras mielinizadas y no mielinizadas estan contenidas dentro de un compartimiento de
tejido conectivo —el endoneurio (Fig. 5), el cual esta delimitado por —el perineurio, banda concéntrica
compuesta de células perineurales, alargadas y organizadas en forma compacta. El perineurio divide
las fibras nerviosas en fasciculos (grupo de fibras) que se agrupan en un compartimiento de tejido
conectivo -el epineurio interno, éste ultimo es rodeado por varias capas concéntricas de tejido
conectivo y forman el epineurio externo. Los dos ultimos, contienen fibroblastos, macréfagos,
mastocitos, vasos sanguineos y tejido adiposo (Dumitru, 1994; Grant y col., 1999) (Fig. 5).

En fibras mielinizadas, la terminacién de una CS y el comienzo de otra, forman el nddulo de
Ranvier (Dumitru, 1994; Grant y col., 1999) (Fig. 6). Con microscopia de luz, las vainas de mielina se
observan interrumpidas en intervalos regulares a lo largo de su longitud, cada drea interrumpida se
le nombra -nodo de Ranvier y a cada intervalo, 6 segmento de mielina, se le denomina —internodo (

Peters y col., 1991; Ganong 1997; Garbay cols., 2000).

CAPITULO 2

ULTRAESTRUCTURA DEL NERVIO EN EL DESARROLLO
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2.1 CONO DE CRECIMIENTO AXONICO

Los métodos y técnicas utilizadas en la identificacién de los conos de crecimiento se iniciaron
con preparaciones estandar de microscopia de luz, en material impregnado-Golgi, preparaciones de
plata y cultivos tisulares (Peters y col., 1991). Mds tarde, con técnicas de marcaje retrégrado con
peroxidasa de raiz fuerte y preparaciones de microscopia electrénica con contraste de fase (DeFelipe y
col., 1991). Esta ultima demostrd que, los conos de crecimiento terminan en neuritas (axones o
dendritas) a través de largas y delgadas prolongaciones llamadas filipodias y lamelipodias; presentan
un citoplasma con gran cantidad de reticulo endopldsmico liso, vesiculas, neurofilamentos y escasos
microtubulos (Petersy col., 1991) (Fig. 7).

Por otra parte, se ha observado que la morfologia de los conos de crecimiento se modifica en
relacién al sitio anatémico; asi, lamelipodias y filipodias revelan diversos cambios en movimientos de

extensidn y retraccion, tamafo y nimero de lamelipodias (Peters y col., 1991).

2.2 ESTADIO TEMPRANO

Durante el desarrollo de un nervio periférico, la fibra nerviosa guia se extiende con
movimientos ameboides desde una neurona y su cono de crecimiento sigue la via de crecimiento
(Peters y col.,, 1991; Garbay y cols., 2000). Mas tarde, la siguen otras fibras, y se unen con CS. Estas son
derivadas de la cresta neural y se caracterizan por un patrén migratorio temprano y asociacién con
fibras nerviosas (Peters y col., 1991). En este estadio, las CS carecen de lamina basal, son ovoides, poseen
largos procesos que terminan en expansiones en forma de botdén, migran rdpidamente en minutos u
horas y mas tarde, permanecen estacionarias; el movimiento sucede por mecanismos consecutivos
de extensidn y retraccion de los procesos y movilizacion del citoplasma; el desplazamiento se
produce a una velocidad de 115 um/dia.

Las CS, al estar en contacto con las fibras nerviosas se desplazan con un movimiento al
“estilo gusano” (Peters y col., 1991), adquieren forma de huso y la lamina basal, caracteristica distintiva e
indicativa de una asociacion estable con el complejo CS-axén (Dezawa 2000).

La maduracién del nervio avanza del segmento proximal al distal y se distingue por la

migracion de familias de CS producto de mitosis, que empiezan a invadir y asociarse a grupos de
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fibras nerviosas a través de sus procesos; asi, las fibras nerviosas son envueltas en forma parcial (Fig.
8,(S,). Cada familia de CS se identifica por poseer una ldmina basal comun (Fig. 8), sus
prolongaciones citoplasmaticas dividen las fibras nerviosas en grupos y algunos de ellos llegan a
segregarse para dirigirse hacia la periferia del grupo de fibras nerviosas (Fig. 8,Ax,) (Peters y col., 1991;

Garbay y col., 2000).

2.3 ESTADIO TARDIO

La maduraciéon continda y las CS se asocian con una sola fibra nerviosa, -las de mayor
diametro (Fig. 8, Ax, y Fig. 9, Ax,). Al aumentarse el nimero de CS, se establece la relacién uno a uno.
Posteriormente se reduce gradualmente la division de CS y se mantienen sin cambios en su tamafio
(Weinstein 1999; Dezawa 2000).

En el SNP, las fibras que seran mielinizadas se aislan formando surcos en las CS; éstos se
profundizan y los bordes de los mismos avanzan juntos hasta unirse para formar el mesaxdn (Fig. 9,
mes y Fig. 10, ab). Mds tarde, alrededor de la fibra nerviosa el mesaxdn se elonga en forma de espiral
(Fig. 9, Ax, y Ax; y Fig. 10,cd) (Peters y col., 1991; Garbay ycol. 2000). El nimero de vueltas del mesaxdn, es
mayor en regiones paranodales que en la region terminal de la CS, donde finalmente se formara el
nodo de Ranvier (Peters y col., 1991; Garbay y col., 2000). Una vez que el mesaxdn complete entre 3y 4
vueltas, empezard a formar la mielina compacta (Fig. 9,Ax,) y desaparecera gradualmente el
citoplasma. La compactacion de las vueltas del mesaxdn tiene el efecto de formar las lineas
intraperiodo y densa (Garbay y col., 2000).

Los principales factores que determinan el proceso de mielinizacidn incluyen, - longitud del
axon y un didmetro >1-2 pm (Garbay y col., 2000). La dependencia del didmetro, es caracteristica
distintiva del SNP; el SNC mieliniza fibras nerviosas mds pequefas (Peters y col., 1991; Garbay y col., 2000).
Por otra parte, en cualquier nervio, los axones con mayor didmetro son los primeros que inician la
mielinizacién, y tienen internodos mds largos que los axones pequefios, los cuales adquieren la

mielinizacion en forma tardia.

2.4 TIPOS Y FUNCIONES DE LAS FIBRAS NERVIOSAS
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Al comparar el déficit neurolégico que produce la seccion de las raices dorsales, y otros
experimentos de seccidn nerviosa, con los cambios histolégicos en los nervios, se han establecido las
funciones y caracteristicas histoldgicas de cada una de las familias de axones. En general; cuanto
mayor es el didmetro de una fibra nerviosa, mayor es su velocidad de conduccién. Los axones mds
gruesos participan sobre todo en la transmisién de sensaciones propioceptivas, en las funciones
motoras somaticas, en la sensibilidad consciente al tacto y a la presién, mientras que los axones mas
delgados se ocupan de las sensaciones dolorosas y de la temperatura, asi como de las funciones
auténomas (Ganong, 1997). En la Tabla I, se enumeran los diversos tipos de fibras, sus didmetros,

caracteristicas eléctricas y funciones.

Tabla I. Tipos de fibras nerviosas en los nervios de los mamiferos*

Tipo de Funcién Diametro | Velocidad de | Duracién Periodo
fibra de la fibra | conduccién de la refractario
(pm) (m/seq) espiga absoluto
(m/seq) (m/seq)
Aa Propiocepcién; 712420 | 70 a 120
cinestesia
p Tacto, presion 54172 30 a 70
O4a05| 04al
Y Motora para los 3a6 75 a 30
husos musculares
o Dolor, frio, tacto 2ab 2 a 30
B Auténomas <3 34175 7.2 7-2
preganglionares
C Fibras de Dolor
las raices temperatura, algo
dorsales de 04 al2 0:5a2 2 2
mecanorrecepcion,
respuestas reflejas
Fibras Simpadticas
posganglionares | 93 a 13| 07423 2 2
simpdticas
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* A y B son fibras mielinizadas y C, fibras no mielinizadas

CAPITULO 3

CELULAS DEL SISTEMA NERVIOSO

El SN de los mamiferos estd formado por neuronas que estdn sostenidas por algunas
variedades de células no excitables, que en conjunto se denominan neuroglia (neuro=nervio;
glia=pegamento); ellas, son mas pequefas que las neuronas y las superan de 5 a 10 veces en nlimero
(Dezawa, 2000); se reconocen 4 tipos: -astrocitos, oligodendrocitos, microglia y el epéndimo; aunque las
CS de nervios periféricos (glia periférica), se han considerado como la quinta glia (Streit, 1999; Dezawa,
2000).

Por otra parte, han reconocido que la glia envolvente del bulbo olfatorio (GE) se asemeja a las
CS por su capacidad de diferenciacién, proliferaciéon, promover la superviviencia neuronal y la
neuritogénesis (Gudino-Cabrera y col., 2000). Sin embargo, al contrario de las CS, migran sin problemas en
el SNC adulto, mezclandose con los astrocitos y otros tipos de glia central. Esta glia central similar a
la GE y CS son los tanicitos hipotaldmicos, los pituicitos hipofisiarios y un tipo de glia especial de la
gldndula pineal; ésta glia central se ha denominado “aldainoglia” por sus propiedades promotoras del

crecimiento axonal en lesiones consideradas no regenerativas (Verdu y col., 1999; Gudino-Cabrera y col.,
2000).

Con excepcidn de las células de microglia, -de origen mesodérmico, el resto de células gliales,
incluyendo las neuronas, provienen del ectodermo (Streit, 1999; Dezawa, 2000). Las neuronas se
especializan en la integracién y transmision de impulsos nerviosos (Fig. 11 y 12); mientras que, las
células gliales tienen diversas funciones; los astrocitos producen sustancias tréficas para las neuronas
y ayudan a mantener la concentracién apropiada de iones y neurotransmisores; la microglia actda en
la fagocitosis, sus funciones ordinarias son similares a los macréfagos tisulares; los oligodendrocitos
participan en la formacién de mielina en el tejido cerebral y su equivalente son las CS en nervios

periféricos (Baulieu, 1997).
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3.1 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DE LAS NEURONAS

El soma de forma multiangular, es la parte globular de una neurona, contiene el nucleo y los
cuerpos de Nissl que son rodeados por el citoplasma; éste da origen a las prolongaciones de la célula
(DeFelipe y col., 1991; Peters y col., 1991).

Tipicamente, las neuronas tienen un ndcleo largo y redondo, localizado en el centro del
cuerpo celular, en neuronas pequefias el nicleo ocupa casi la totalidad del cuerpo y en las grandes,
flota libremente en el citoplasma; se distingue de otros nucleos por, - la ausencia de mitosis, elevada
dilucién de cromatina en grandes voliumenes nucleares, y el alto potencial de sintesis de proteinas
(Peters y col., 1991). El nlicleo esta envuelto por la cisterna perinuclear (membrana nuclear), compuesta
por dos capas de 7 nm, aqui, se identifican poros de 9o nm de didmetro y estdn relacionados con la
actividad sintética (estado metabdlico) de la célula (Garcia-Segura, 1990), su funcién es separar el
carioplasma del citoplasma y mantener el transporte activo y pasivo de sustancias. El carioplasma
contiene la cromatina, ésta presenta distribucion helicoidal y al aglomerarse desarrolla un patrén
irregular (Peters y col.,, 1991; Jones 1999). Ademads, el nucleo contiene un nucleolo esférico que se tifie
profundamente y por micrografias electrdnicas se identifica electro-denso; en células nerviosas de
mamiferos, el didmetro promedio del nucleolo (3-7 pm) corresponde a una tercera o cuarta parte del
ntcleo. El nucleolo se subdivide en varios fragmentos y se asocian con bloques de heterocromatina
(pars granulosa ~ARN 'y pars fibrosa ARN+ADN), (Fig. 11), (Petersy col., 1991; Jones 1999).

Por otra parte, al tefir el citoplasma de neuronas con colorantes basicos (azul de toluidina,
violeta de cresilo y azul de metileno) éste muestra un componente intensamente basofilico, conocido
como sustancia de Nissl, tiene la forma de bloques romboides, alargados y separados unos a otros por
un citoplasma brillante, es mds notable en motoneuronas de medula espinal y cerebro (Fig. 12) (Peters
y col., 1991; DeFelipe y col., 1991).

Aparentemente cada tipo de neurona tiene un patrdn caracteristico de la sustancia de Nissl,
esto resulta util para identificar cambios morfolégicos y su estado metabdlico (Peters y col., 1991; DeFelipe
y col, 1991). Cuando el estado metabdlico neuronal sufre un desequilibrio severo, -estimulacién

excesiva o interrupcion del axén, las neuronas modifican el patrén de Nissl; proceso conocido como -
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cromatolisis, descrito por primera vez por Nissl (1892,1894) en el nicleo motor del nervio facial
(NMNF) de conejos lesionados por aplastamiento del nervio facial.
3.2 ULTRAESTRUCTURA DE CELULAS GLIALES
(Astrocitos, oligodendrocitos y microglia)
3.2.1 Astrocitos

Con microscopia de luz, los astrocitos se reconocen como células en forma de estrella, sus
prolongaciones se extienden dentro del neuropilo circundante; unas prolongaciones terminan en la
superficie de los vasos sanguineos (pie terminal) y otras se extienden a la superficie del SNC -
membrana limitante glial, sobre la que forman expansiones terminales. En preparaciones de
microscopia electrdnica los criterios morfoldgicos que los distinguen son, la presencia de fibrillas
intracitoplasmdticas y pies terminales sobre capilares sanguineos y en la superficie cerebral. Estas
células son susceptibles al edema y las primeras en edematizarse frente a un estimulo (Palay and Chan-
Palay, 1974; Peters y col., 1991) (Fig. 13,ayb).

a) Astrocitos fibrosos: En preparaciones de microscopia electrénica, son las células gliales
mas brillantes de nticleo homogéneo en densidad, irregular y tienen forma de frijol (Fig. 13a,Nuc). El
carioplasma presenta moderada densidad y ocasionalmente un nucleolo. Los abundantes filamentos
citoplasmaticos (8 a 9 nm @), son los componentes mas prominentes y distintivos, ocupan la mayoria
del citoplasma y se extienden dentro de las prolongaciones citoplasmaticas (Fig. 13-a, AsP). Es
caracteristica de los filamentos intermedios la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) y principal
constituyente de los filamentos astrogliales (Garcia-Segura 1996; Jones 1997). Los organelos
citoplasmaticos aparecen dispersos, y con excepcidn de las mitocondrias, estan confinados al
pericarion, distribuidos por los filamentos (Fig. 13,a). b) Astrocitos protoplasmdticos: Poseen
abundantes filamentos citoplasmdticos agrupados en fasciculos, aunque en menor cantidad que los
astrocitos fibrosos (Fig. 13,b), muestran un nucleo oval, redondo y homogéneo excepto por las
condensaciones debajo de la cisterna perinuclear. Los organelos en el citoplasma son como en los

astrocitos fibrosos (Petersy col., 1991) (Fig. 13-ab, AsP).

3.2.2 Oligodendrocitos
Por microscopia electrdnica, los oligodendrocitos presentan mayor densidad en comparacién

al aspecto electro-licido que presentan los astrocitos (Fig. 13 y 14), el ntcleo excéntrico presenta
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diversas formas,- redondo, oval, irregular y la cromatina contenida en grumos (Fig. 14,a) (Peters y col.,
1991). Se caracterizan por un citoplasma prominente, electro-denso y la presencia de abundantes
granulos y organelos muy desarrollados, aunque se destacan los microtubulos (Peters y col., 1991). En
variaciones de densidad citoplasmatica y grumos de la cromatina nuclear, se distinguen tres tipos de
oligodendrocitos, -el transltcido, medio y denso; sin embargo, tienden a ser mas oscuros, pequefios
y con mayor densidad citoplasmdtica y de cromatina, lo que puede confundirlos con facilidad con

células de microglia (Petersyy col., 1991).

3.2.3 Microglia

Fueron identificadas y caracterizadas por primera vez por del Rio Hortega en 1920, son las
mas pequefas de las células gliales (Ramirez-Expésito, 1999) (Fig. 14,b), su nicleo puede ser oval ¢
alargado, el nucleoplasma contiene grumos de cromatina dispersa y unida a la membrana nuclear,
estas caracteristicas pueden confundirlas con oligodendrocitos, sin embargo; los grumos de
cromatina son mas prominentes y ocupan una gran proporcion del volumen nuclear (Peters y col., 1991;
Ramirez-Expdsito, 1999; Stoll, 1999).

La densidad del citoplasma es semejante a los oligodendrocitos, -contiene pocos
microtdbulos y no presentan granulos de glucégeno ni fasciculos de filamentos como los astrocitos.
Su caracteristica mas distintiva es la forma del reticulo endopldsmico granular -la cisterna es larga y
angosta como una cuerda (Fig.14,b RE), a diferencia de los oligodendrocitos, quienes presentan

cisterna corta. (Fig. 14,a) (Peters y col., 1991; Ramirez-Expdsito, 1999; Stoll, 1999).

3.3 NUCLEO Y NERVIO FACIAL

Distribucién anatdmica: EIl NMNF es parte del SNCy por lo tanto, su organizacion celular es
similar a otras estructuras del SNC; esta formado por dos tipos de células, -neuronas y células gliales y
se localiza en la unidén bulbo-protuberencial entre el cerebelo y el borde rostral del cuerpo trapezoide
(Fig. 15,a) (Wang-Bennett, 1990).

En mamiferos (conejo, gato, mono), las fibras motoras que forman el nervio facial, se originan
en el NMNF a partir de neuronas multipolares (Wang-Bennett, 1990; Jones 1997,1999; Suzuki, 1999; 2000), las

sensitivas provienen del nucleo intermediario de Wrisberg, ambas ramas penetran al conducto
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auditivo interno y corren a través del hueso temporal (regién petrosa) por el acueducto de Falopio,
hasta el foramen estilomastoideo (Dumitru, 1994; Ganong, 1997), de aqui; el nervio emerge, penetra a la
glandula pardtida y se ramifica en dos nervios principales: -el temporofacial y cervicofacial; la primera
rama da origen a las ramas temporal y orbitaria; la segunda, a las ramas bucales, lingual, mandibular y
cervical (Fig. 16) (Jones 1997,1999). De esta manera, las ramas faciales se distribuyen para inervar los
diferentes musculos de la expresion facial (Dumitru, 1994). Las ramas periféricas bucales (superior e
inferior) han sido las mas estudiadas, por su localizacién anatémica y la importante participacién en la
expresividad facial (Spectory cols., 1991ab).

Cada grupo muscular de la cara estd inervado por motoneuronas cuyos somas forman
agrupamientos celulares en el NMNF (Fig. 15, b). La somatotopia y origen del NMNF varian en cada
especie animal, -gato, conejo, rata y mono (Wang-Bennett, 1990; Jones 1997,1999); en ellos, se han
distinguido los subnucleos —lateral, intermedio, medial, dorsal y adicionalmente el ventral en el mono
(Satoda, 1987; Wang-Bennett, 1990). En el conejo, los subnlcleos intermedio y lateral contienen los somas
de las fibras que inervan la rama bucal superior (Wang-Bennett, 1990) (Fig. 15, b), ésta rama contiene un
total de 4225+1894 fibras, de las cuales el 92% (3876+1572) son fibras mielinizadas, y el 8% restante
(349+322) son fibras no mielinizadas -sensitivas y autonédmicas (Wang-Bennett, 1990; Spector y cols., 1991).

Descripcidn funcional: En los mamiferos el nervio facial es mixto, contiene fibras motoras que
inervan los musculos de la cara y fibras sensitivas especiales de la gustacidon provenientes de la
lengua, asi como fibras secretomotoras del parasimpdtico para las glandulas salivales y lagrimal (Peters
y cols., 1991; Spector y cols., 1991; Dezawa y cols., 2000). Las alteraciones en la motricidad y sensibilidad de la
cara, estan condicionadas por alguna alteracion en la integridad de las diferentes dreas que recorre el
nervio facial, desde su origen en el tallo cerebral (NMNF), hasta su distribucién en los musculos
faciales, cualquier trastorno degenerativo, traumatico, tumoral etc., dentro de su trayectoria, se

traduce en paridlisis de los musculos que inervan la cara (Paparella, 1982; Spector y cols., 1991ab).
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CAPITULO 4

ALTERACIONES EN EL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL Y PERIFERICO, POSTERIOR A AXOTOMIA

4.1 DEGENERACION WALLERIANA

En 1850 Waller, describid los cambios morfolégicos que se producen en el segmento nervioso
distal en respuesta a lesién (seccidn), -mecanismos que se conocen como degeneracién Walleriana
(Chaundry y col., 1992; Bruck, 1997). Estos inician con desintegracion de los componentes estructurales del
citoesqueleto axonal (Chaundryy cols., 1992; Dumitru, 1994; Ganong, 1997) (Fig. 17).

La seccién axdnica interrumpe el aporte de informacién y nutrientes provenientes del soma,
se produce pérdida del axoplasma y desintegracidon de organelos con fragmentacién de membranas,
hasta que solo queda una vaina de mielina con residuos del axén (Chaundry y cols., 1992; Bruck, 1997) (Fig.
17 y 18). Después sucede degeneracién de mielina, se reduce la sintesis de lipidos y el contenido de
acido ribonucleico mensajero (ARNm) en CS, finalmente ocurre fragmentacién de la vaina de mielina
los detritus resultantes son fagocitados por macréfagos que invaden el nervio degenerado (Bruck,
1997).

Durante la degeneracion, la membrana basal de la CS se mantiene intacta conteniendo las CS,
asf; en el segmento distal éstas células proliferan (mitosis) y originan las bandas de Biingner (cordones
de CS) (Chaundry y cols., 1992; Bruck, 1997; Chandross, 1998) (Fig. 18,a). Mientras tanto, en el segmento
proximal los axones dan origen a uno 6 varios conos de crecimiento, éstos entran en las bandas de
Biingner y forman las vias que conducirdn a los axones regenerados hacia el érgano diana (Dezawa,
2000). En la etapa temprana, una CS envuelve varios axones regenerados, posteriormente son

segregados a una relacion 1:1, (CS/axén) para iniciar el proceso de mielinizacién (Chandross, 1998; Dezawa,

2000) (Fig. 8,9).

4.2 RESPUESTA RETROGRADA
4.2.1 Degeneracion neuronal
La axotomia de motoneuronas periféricas, desencadena una intensa respuesta retrégrada en
neuronas y células gliales (Svensson, 1993; Nakajima, 1996). En el NMNF, éstas células expresan cambios en

la integridad citoesquelética, neurotransmisién, metabolismo, y expresion genética (Kreutzberg, 1995;
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Jones, 1997), que conducen a la reorganizacion del NMNF. Los eventos morfolégicos mas importantes
son: -modificaciones del volumen nuclear, nimero y tamafio de neuronas, organizacién en el nimero
de sinapsis, y el curso temporal de eliminacién de sinapsis redundantes (Yu, 1988; 1989).

Cromatolisis, cromatosintesis: Después de 3 6 4 dias siguientes a la axotomia, el pericarion
se hincha y el nuicleo se vuelve excéntrico (Fig. 12,c), al mismo tiempo los cuerpos de Nissl empiezan a
fragmentarse, se difunden en el citoplasma y el material baséfilo se vuelve palido. Al final de la
primera semana, los cuerpos de Nissl aparecen marginados en la periferia del cuerpo celular. En este
estadio, la célula puede morir y lisarse con la expulsidn subsecuente de organelos (DeFelipe,
1991;Dumitru, 1994; Nakajima, 1996). Si la célula sobrevive, la recuperacion se manifiesta, por la presencia de
material basofilico coronando el polo del nicleo excéntrico (Jones, 1993). Mas tarde (segunda semana),
se incrementa progresivamente la basofilia en el citoplasma, el nucleo regresa a su posicién normal,
se restablecen los cuerpos de Nissl en un periodo de 4 a 12 semanas. Durante este tiempo, la
regeneracion en el axdn puede mantenerse activa; sin embargo el cuerpo celular neuronal aparenta
haber recuperado su equilibrio (Kreutzberg, 1995; Jones, 1997).

Se han realizado diferentes estudios moleculares sobre la respuesta de motoneuronas
axotomizadas, en relacién con las diferencias sexuales y efectos de esteroides; en hembras la
recuperacion funcional de la paralisis facial inducida por aplastamiento es mds rapida (Jones, 1993) al
parecer por una diferente respuesta del sistema de polimerasa tipo | entre hembras y machos
(Kinderman, 1993,1994). En hembras, la axotomia induce un incremento moderado en los niveles de acido
ribonucleico ribosomal (ARNr) mientras que en machos castrados éstos niveles se reducen y se
incrementan nuevamente al restituir los niveles de testosterona. El incremento de la actividad
metabdlica neuronal se manifiesta por un incremento en el porcentaje de regeneracién (Jones, 1997,

1999).

A pesar de estar bien documentado el fendmeno de muerte neuronal posterior a axotomia,
se desconocen sus mecanismos O causas (Jones, 1993). En motoneuronas axotomizadas, se ha
evidenciado que los esteroides gonadales andrégenos reducen la muerte neuronal, al actuar sobre
receptores para andrégenos localizados en el nicleo celular y en los érganos diana (Yu, 1988, 1989; Jones,
1997,1999) al respecto; la administracion de testosterona en hamsters machos, acelera la recuperaciéon
funcional de la pardlisis facial inducida por aplastamiento del nervio facial, a nivel del foramen

estilomastoideo (Kujawa, 1989; Jones, 1993,1997).
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4.2.2 GLIOSIS
4.2.2.1 Astrocitosis reactiva

Durante el desarrollo del SNC, los astrocitos actian como células de soporte para la migracion
neuronal y el crecimiento axdnico (Steindler, 1993; Garcia-Segura, 1996), al finalizar el crecimiento axonal,
pierden la habilidad de soporte axdnico y participan en la fisiologia normal y patologia del SN (Dezawa,
2000); es decir, en el recambio y metabolismo de neurotransmisores (Stoll , 1998, 1999), protegen a las
neuronas de concentraciones elevadas de glutamato por los receptores que poseen en la membrana
plasmatica, para diversos neurotransmisores clasicos y neuropéptidos, -(dopamina, noradrenalina y
serotonina) (Fawcett 1999; Dezawa, 2000).

En respuesta a los diferentes tipos de traumatismos, los astrocitos desencadenan una intensa
respuesta astrocitaria conocida como “astrocitosis reactiva’” -evento que consiste en el aumento del
ndmero (hiperplasia) y del tamafio de células (hipertrofia) que expresan proteina acidica fibrilar glial
(T sintesis GFAP) (Fig. 19,ab) (Jones, 1997; Morin-Richaund, 1998; Stoll, 1998, 1999; Fawcett, 1999). Esta proteina
estructural es un componente del citoesqueleto astrocitario que ha sido ampliamente utilizada para
la identificacidn inmunocitoquimica de astrocitos, su incremento se considera un signo de activacion
astroglial (Jones, 1997, 1999; Morin-Richaud, 1998; Dezawa, 2000).

Estos cambios fenotipicos que sufren los astrocitos reactivos (hiperplasia, T volumen por
edema, endocitosis, migracion ameboide) (Fawcett, 1999), reflejan un importante aumento metabdlico
y de sintesis de proteinas en respuesta al incremento de sus demandas fisiolégicas, como un
mecanismo compensatorio para la reparacion del dafio tisular (Garcia-Segura, 1996; Stoll, 1998, 1999).

La reactividad astroglial, ademas de elevar la sintesis de GFAP, expresa varias clases de
moléculas que actian modulando la cicatriz glial, -como los factores neurotréficos (factor de
crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento I similar a la insulina ( IGF-1), factor transformador
del crecimiento (TGFB), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor neurotréfico ciliar ( CNTF),
citocinas, moléculas de adhesidn celular (CAMSs) (Ridet y col., 1997; Kirsch y col., 1998; Dezawa, 1997, 2000) Y las
moléculas de matriz extracelular (tenacina, laminina y proteoglucanos) involucradas en la mediacién
de la elongacién axonal, a excepcidn de los proteoglucanos condroitin y el sulfato de keratina, que la
inhiben (Dezawa, 1997, 2000).

El metabolismo enzimatico, también es modificado por los astrocitos activados, -se

incrementa la actividad de la enzima oxidoreductasa, la produccién de proteasas e inhibidores de las

15



Antecedentes

mismas. Se ha propuesto que, estas enzimas inducen el desarrollo de la gliosis reactiva y la
patogénesis de los trastornos neurodegenerativos (Fawcett, 1999; Dezawa, 2000), ademas; las proteasas
permiten a los astrocitos remodelar la matriz extracelular en los sitios de lesidn neuronal y eliminar
detritus celulares (stoll, 1998, 1999).

Por una parte, la cicatriz glial evita la difusion de citotoxinas, excluye la penetracion de células
no neurales al parénquima cerebral y contribuye a rellenar la pérdida de tejido (Stoll, 1998,1999) (Fig.
19,ab). No es posible afirmar si la participacion astrocitaria producird efectos benéficos o perjudiciales
para la posterior reparacion de dafio (Fawcett, 1999). A este respecto; se ha propuesto que la ciatriz glial
podria inhibir el rebrote de neuritas (Dezawa, 2000), asf; el crecimiento de axones en regeneracion, se
bloquea en la vecindad inmediata de los astrocitos reactivos (Fawcett, 1999; Dezawa, 2000), por moléculas
que inhiben la extensién de neuritas (Kirsch y col., 1998), eventos desfavorables en la regeneracién. Por
otra parte, se ha demostrado que la reactividad glial transitoriamente expresa efectos benéficos en
los crecimientos axdnicos (Ramirez Expdsito, 1999), ya que por lo menos en algunas situaciones
experimentales promueven la supervivencia neuronal y crecimiento neuritico (Eddleston y Mucke, 1993).

La activacién astrocitaria se ha estudiado en diferentes especies animales, -ratas, conejos,
lobos etc., utilizando distintas clases de lesién (aplastamiento ¢ seccién), nervios y sus nucleos -facial,
Optico; y ha sido evaluada mediante estudios inmunocitoquimicos de GFAP y bromodeoxiuridina
(Brdu), microscopia electrénica y técnicas moleculares; —independientemente de la especie, el tipo
de lesidn y la clase de nervio, la astrogliosis se manifiesta por hiperplasia e hipertrofia (Nakajima, 1996).

En particular, el nervio facial es uno de los nervios mas estudiados y lesionados (seccién 6
aplastamiento) en la emergencia estilomastoidea, éste responde en el NMNF con una intensa
activacion glial (T ARNm para GFAP en astrocitos) al segundo dia después de la axotomia y
permanecen elevados durante dos semanas (Jones, 1997, 1999); ademds, en preparaciones de
microscopia electrénica los astrocitos se distinguen por ntcleos mayores que los normales,
abundantes cuerpos densos, fragmentos de mielina y depdsitos de lipidos; éstas observaciones
sugieren que pueden actuar como fagocitos primarios en la regeneracion nerviosa (Peters y col., 1991;
Jones, 1999).

4.2.2.2 Microglia reactiva

Las células microgliales representan del 5 al 15% del total de las células cerebrales y se

identifican a nivel, -perivascular, interfascicular y perineuronal (Ramirez-Expésito, 1999). En condiciones

fisiolégicas, estan implicadas en la fagocitosis (macréfagos cerebrales), produccién de factores
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neurotroficos y presentacion de antigenos; en respuesta a estimulos, -tienen un papel citotdxico por
la liberacidn de radicales libres y neurotoxinas (Streit, 1999; Fawcett, 1999; Stoll, 1999).

En trastornos degenerativos, traumaticos 6 inflamatorios, las células de microglia se activan, y
desencadenan una cascada de eventos caracterizados por -proliferacion, migracién al sitio del dafio y
presentacion de varios estados morfoldgicos (microglia ameboide, ramificada, activada y reactiva)
relacionados con la capacidad fagocitica y sus funciones (Fig. 20 a,b) (Gibson, 1979; Boya, 1987;1991; Ramirez-
Expdsito, 1999; Dezawa; 2000). Eventos demostrados en el ntcleo facial de motoneuronas seccionadas de
ratas y lobos (Ramirez-Expésito, 1999; Streit, 1999).

En el primer estadio de activacién -estado no-fagocitico (microglia ramificada), -la microglia se
hipertrofia y expresa varios receptores CR3, CD43 y antigenos de la clase | y Il del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), factor de necrosis tumoral (TNFa) y en algunas ocasiones TNFp (Kiefer y
col., 1993; Butini y col, 1996; Dezawa, 2000). En el segundo estadio, la microglia activada presenta un caracter
fagocitico parcial, funciona como precusora de la microglia reactiva y se relaciona con mecanismos
inmunes (Ramirez-Expésito, 1999; Dezawa, 2000). La microglia reactiva, presenta una morfologia similar a la
ameboidea, tiene el cardcter de macréfago activo, -fagocitan células degeneradas; y se ha relacionado
con la regulacién de la astrogliosis que tiene lugar durante la formacion de la cicatriz glial, posterior a
lesiones traumaticas (Graeber, 1998; Fawcett, 1999; Jimeno, 1999).

Durante la activacion microglial se desarrolla una respuesta bimodal, -actian como
depuradores, remueven los detritus celulares, liberan substancias citotdxicas que son
potencialmente dafiinas (Banati y col., 1993; Kreutzberg, 1996) y liberan citocinas que interactian con otras
células no neuronales, para propiciar un ambiente benéfico y promover la regeneracién (Moore y

Thanos, 1996; Prewitt y cols., 1997; Ramirez-Expdsito, 1999; Stoll, 1999; Dezawa, 2000).

CAPITULO 5

REPARACION QUIRUGICA EN
NERVIOS PERIFERICOS

5.1 HISTORIA DE LA REPARACION NERVIOSA
El interés en la reparacion de nervios periféricos se remota a 1800 afios, con Galeno en el afio
200 DC. al hablar de la posibilidad de la regeneracidn nerviosa (Terris y col, 1993). Paul de Argina en el

afio 600 DC. con la utilizacidon de suturas realizé la primera aproximacion de segmentos nerviosos,
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técnica quirdrgica conocida como “neurorrafia é reparacién termino-terminal” (Paparella, 1982) (Fig.
21,a).

Mas tarde, la imposibilidad de unir los segmentos por pérdida del tejido nervioso, y las
secuelas resultantes de una aproximacidén forzosa, (tensién sostenida, necrosis y disfuncién), en 1947,

Ill

condujeron a Seddon al recurso quirdrgico de implantacidn, -el “injerto nervioso”, aunque sujeto de

donacidn, éste permite eliminar la tensidn nerviosa y reconstruir defectos nerviosos mayores de 5
mm (Terris y col, 1993) (Fig. 21,b). Desde que empezé su aplicacién, se han utilizado injertos, -simples 6
compuestos (vascularizados, musculares)(Hall;1997); provenientes de la misma especie (homdlogos) ¢
de otra especie distinta al receptor (heterdlogos); sin embargo, los mejores resultados se han
obtenido con autoinjertos simples (Amillo, 1995; Lawson, 1998). Posteriormente, con la introduccidn del
microscopio quirdrgico y el desarrollo de la microcirugia (Smith, 1964), se desarrollaron nuevas técnicas
de reparacion nerviosa, -la interfascicular y fascicular, introducidas por Langley, Hashimoto y Millesi
en 1972, que consisten en la aproximacién mediante sutura de los fasciculos y fibras nerviosas (Terris y
col, 1993) (Fig. 21,b%).

No obstante, con los refinamientos quirtrgicos obtenidos con técnicas convencionales, han
surgido problemas relacionados con la alineacién y coaptacién fascicular y las complicaciones

disfuncionales resultantes, -neuromas y regeneracién aberrante, entre las mas sobresalientes (Fig. 22)

(Grant, 1999).

Con este panorama, y con el propdsito de lograr una reparacién nerviosa mas eficiente, con
técnicas que permitan reducir el traumatismo de los elementos nerviosos, se introdujeron las
“cdmaras axoénicas” por Buengner en 1891, técnica conocida como “tubulizacién”, (Fig. 21,c). (Strauch,
2000). A partir de entonces, los estudios con nervios tubulizados han permitido investigar los eventos
moleculares y celulares, implicados en la regeneracidn nerviosa (Lundborg y col., 1982, 1994; Min-Sheng y col.,
1995). En la actualidad, ésta técnica se estudia a nivel experimental, como sustituto del injerto

nervioso (Spector, 1991, 1992; Terris y col. 1993, Grant, 1999).

5.2 REPARACION NERVIOSA MEDIANTE TUBULIZACION
Las camaras axdnicas, -conocidas también como cdmaras de regeneracion, tubulizacién, guias

nerviosas y proétesis, son estructuras cilindricas, huecas, compuestas de material endégeno (venas,
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arterias) y exdgeno (sintéticos y biodegradables). En ellos, se introducen los extremos del nervio
seccionado, para promover su regeneracién (Wong, 1991; Terris y col., 1993) (Fig. 21,¢).

Las camaras ofrecen notables ventajas, -adecuada coaptacién, sostén mecdnico, reducen el
traumatismo quirdrgico y el nimero de puntos de sutura (Spector y col., 1993; Strauch, 2000). Actdan como
un ducto de orientacidon para el crecimiento de axones y mantienen la comunicacién quimica entre los
extremos proximal y distal del nervio seccionado, permiten que se concentren los factores tréficos y
mitdgenos, naturalmente producidos por los tejidos lesionados (varon, 1993; Spector y col., 1993), -
favorecen la aplicacion “in situ” de diversos compuestos para promover la regeneracién (Strauch,
2000). Por otra parte, la camara dirige el crecimiento longitudinal de los elementos neurales, reduce la
pérdida de fibras en el dérgano diana y limita el crecimiento de elementos no nerviosos hacia el

interior del nervio, que pueden impedir el crecimiento axdnico (Spectory col., 1991,1993) (Fig. 22).

5.2.1 Cdmaras axdnicas de materiales biolégicos y no biolégicos

Los primeros materiales utilizados como camaras de crecimiento axdnico incluyeron tubos
de gelatina, agar, obteniéndose resultados deficientes (Strauch, 2000). Mas tarde, después de la
segunda Guerra Mundial se utilizaron materiales sintéticos como; silicona (Spector y col., 1991ab, 1992,
1993), polietileno (den Dunnen, 1996), Gortex (Terris y col., 1993), millipore (Campbell y col., 1961), surgicel
(Gabrielson y col., 1996), de todos ellos, la silicona fue la mas utilizada por ser inerte, elastica y
transparente (Spectory col., 1991).

Al inicio de 1980, Lundborg y col., utilizando cdmaras de silicona, demostraron la ausencia de
regeneracion nerviosa en defectos nerviosos superiores a 15 mm de longitud, utilizados en distintos
nervios de modelos animales (ciatico, facial) (Spector y col., 1991ab, 1992, 1993) y seres humanos (mediano
y digitales) (Lundborg, 1994). Mds tarde, se hicieron evidentes algunos problemas como compresién
nerviosa crénica, irritacién y fibrosis, eventos que finalmente comprometieron la funcién neural y
permeabilidad al oxigeno y otros nutrientes, hacia el interior de la cdmara de silicona (den Dunnen,
1993;1996, Gilchrist y col., 1998; Strauch, 2000).

Una estrategia ideal para resolver esos problemas, fue a través de la “ingenieria tisular”, cuyo
objetivo es regenerar tejidos y crear substitutos bioldgicos (tejidos y drganos bio-artificiales),
mediante la utilizacion de biomateriales con la adicidn de células, genes o factores de crecimiento.

(Angelova, 1999; Hubbell, 1999; Tabata, 2000). Asi, en 1983, Molander y cols., empezaron a utilizar camaras
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axodnicas biodegradables, solas y en combinacién con células y substancias neurotréficas y con ello,
se lograron reparaciones exitosas de defectos nerviosos mayores de 1 hasta 5 cm, en animales
mayores que los roedores (cidtico de la rata y gato, facial en conejos y ovejas) con resultados
funcionales que no se lograron con materiales sintéticos (Hadlock y col., 1998; Suzuki, 1999; 2000; Strauch,
2000). Entre los polimeros sintéticos utilizados se encuentran, dcido-poli-lactido (PLA), acido-poli-
glicdlico (PGA), polifosfazenos, y sus copolimeros (den dunnen, 1993; 1996; 2000; Langone, 1995; Evans, 1999) y
el polimero natural, -alginato (Suzuki, 1999; 2000).

Con el uso de los biomateriales, no solamente se busca que sean antigénicamente inertes
(biocompatibles), sino que ademds tengan un comportamiento bioactivo en los tejidos (Hubell, 1999);
es decir, que sufran una biodegradacion gradual controlable, para que actiien como sustrato fisico en
los crecimientos nerviosos y ejerzan efectos bioldgicos al actuar como vehiculo de liberacién
prolongada, -entre las principales ventajas (Hadlock, 1999; Steuer, 1999; Hadlock, 2000;Yasuhiko, 2000). Esta
biotecnologia, permite en el sitio de accidn, la liberacién constante y regular del compuesto, evita la
aplicacion repetida de sustancias y los efectos secundarios indeseables de una terapia sistémica
(Angelova, 1999; Hubbell, 1999; Tabata, 2000). Actualmente éstos biomateriales se estdn evaluando como

posibles vectores para transferencia génica (Tabata, 2000).

5.2.2 Quitosana

Recientemente ha surgido interés en estudiar las posibles aplicaciones biomédicas de la
quitosana [poli(1-4)-B-D-glucosamina], biopolimero resultante de la N-desacetilacién de la quitina
[poli(1-4)-B-acetoamino 2-deoxy-D-glucosa] (Kas, 1997)(Fig. 23). La quitina estd presente en gran
cantidad, en el caparazdn de invertebrados marinos (Sheperd y col., 1997) y en menor cantidad en el tallo
de plantas, hogos, insectos y moluscos (Sheperd y col., 1997; Kas, 1997). Sin embargo; por la abundancia de
exoesqueletos disponibles como desechos de alimentos, la quitosana es principalmente
manufacturada a partir de crustdceos, ella puede fabricarse para obtener diferentes formas fisicas; -

solucion, hojuelas, polvo, gotas, fibras (Sheperdy col., 1997).

Fig. 23 Estructura quimica de la quitosana y quitina.
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La quitina y sus derivados presentan caracteristicas favorables para su aprovechamiento
industrial, debido que poseen propiedades Unicas (Tomihata y col., 1997) (Tabla 1V): elevada solubilidad,
biodegradable por el ataque de lisozimas tisulares, -propiedad de mayor interés en aplicaciones
biofarmacéuticas (Kas, 1997; Shepherd,1997); capacidad de formar un heteropolimero con aldehidos, -con
la finalidad de endurecer las superficies de los productos de quitosana por entrecruzamiento y
prolongar su biodegradacion y tiempo de liberacién de sustancias (Jameela, 1995; Akbuga, 1996; Bayomi,
1998; Lorenzo-Lamosa, 1998); catidnica -ion positivo con una base amino (NH,), debido a ello atrae
moléculas cargadas negativamente (Shepherd,1997; Montero, 1999); antibacteriana —propiedad resultante
por el entrecruzamiento entre la quitosana policatidnica y los aniones sobre la superficie bacteriana,
alterando la permeabilidad de la membrana celular (Tsai, 1999). Otras propiedades bioldgicas
favorables son,- baja toxicidad, hipoalergénica y ejerce atraccidon para el depdsito de minerales
durante la reorganizacion dsea postraumatica (Berscht, 1994; Shepherd, 1997;Felt, 1998).

Por las propiedades que posee este biomaterial quitosana, ha sido utilizado en multiples
aplicaciones biomédicas (Allan 1994; Shepherd, 1997); con resultados aceptables en la reparacidén de tejido
conectivo y epitelio de revestimiento; cicatrizante en Ulceras cutdneas (Muzzarelli, 1999), substituto de
piel (Muzzarelli, 1997), tratamiento de quemaduras (Kas, 1997) y reparacion del tejido dseo lesionado
(Berscht, 1994; Felt, 1998). En estudios con cultivos celulares, la quitosana resultd util al actuar como
material de soporte, para promover el crecimiento de células cerebrales normales y provenientes de
gliosarcoma (Haipeng, 2000), por lo que podria resultar igualmente benéfica para estimular la

regeneracion nerviosa.

Tabla IV. Propiedades de la quitosana®
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QUIMICAS
Poliamina catiénica

elevada carga en densidades
pHs<6-5

adhiere a superficies con carga

negativa
forma geles con polianiones

Tpeso molecular en

polielectrolitos lineales
viscosidad, alta-baja

Quelante de algunos metales de

transicion

Asequible a modificacién quimica

reactiva a grupos amino/ hidroxyl

@Kas HS, 1997

BIOLOGICAS
Biocompatibilidad

polimero natural

biodegradable

sequra, no téxica

Hemostatica

Bacteriostadtica

Fungistatica

Espermicida
Anticancerigena

Anticolesterolémica

Este mismo biomaterial tiene una amplia aplicacién en la industria, especialmente en
productos agricolas, alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos, en ésta Ultima, por su
capacidad como vehiculo para liberar sustancias (Jamella, 1995; 1998). A pesar de que la quitosana ha
tenido multiples aplicaciones en el area biomédica, hasta el presente no ha sido empleada en Ila

reparacion de lesiones nerviosas, como camara de crecimiento axdénico.

5.3.2 Respuesta inmune a implantes

propiedades fisico-quimicas del polimero (Anderson, 1998).
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El organismo reacciona frente a las agresiones externas (implantes) por una serie de
manifestaciones generales e inespecificas de la respuesta inflamatoria, en cuya génesis intervienen
fundamentalmente las interleucinas -1 y 6 (IL-1, IL-6) y la tenacina (TNX) (Mateos-Rodriguez, 1998). La

reaccion inflamatoria en el sitio de lesién, puede ser paroxistica o leve, dependiendo de las



Antecedentes

La inflamacién leve 6 moderada pueden producir efectos benéficos cuando sucede
reabsorcién del polimero; pero, cuando la inflamacién es severa, se producen cantidades excesivas
de agentes hidrolizantes y oxidantes por células inflamatorias, que finalmente rechazan el implantey
destruyen el tejido que los rodea (Tomihata, 1996; Regueiro, 1997; Mateos-Rodriguez, 1998). Las
manifestaciones locales de inflamacidn estan constituidas por los 5 sintomas y signos clasicos: calor,
rubor, tumor, dolor e impotencia funcional y puede afadirse la aparicién de pus (Remes, 1992; Mateos-
Rodriguez, 1998). Esta accidn resulta de la fagocitosis (mecanismo de defensa inespecifico) y se lleva a
cabo por diferentes tipos celulares, pero principalmente neutrdfilos y macréfagos, éstos ultimos
intervienen en todos los estadios de la respuesta inmunitaria (Regueiro, 1997).

Inicialmente, los macréfagos actian rdpidamente como mecanismo protector para responder
antes de la amplificacién mediada por los linfocitos T, intervienen en el inicio de la activacién de los
linfocitos T mediante el procesamiento y la presentacién de antigenos y finalmente son importantes
componentes de la fase efectora de la respuesta mediada por células, en calidad de células
inflamatorias, tumoricidas y microbicidas (Segura-Egea, 1998).

Cuando se activan los linfocitos T cooperadores (LTh), se producen las citocinas IL2 y el
interferén y (IFNy) y activan los macréfagos provocando: a) inflamacién y fiebre a través de las

citocinas (IL-1, IL-6, TNFa), b) activacién linfocitaria: IL-1 y presentacién del antigeno, c)
reorganizacion tisular a través de factores solubles (elastasa, colagenasa, hialuronidasa), d) dafo
tisular (TNFa, H,0,, hidrolasas), e) Actividad tumoricida, por contacto celular o por factores téxicos o
citocinas, f) Actividad microbicida, aumenta por un doble mecanismo de atraccién (Regueiro, 1997;

Anderson, 1998; Mateos-Rodriguez, 1998; Segura-Egea, 1998).

Existen diversos pasos en el proceso de fagocitosis: a) quimiotaxis (citocinas, C5a, C3a), b)
unién del fagocito al microorganismo mediada por lectinas, C3b, C4b y Ac, ¢) ingestion (fagosoma-
lisosoma). Una vez interiorizados los microorganismos, se activan mecanismos destructivos: 1)
intermediarios reactivos del oxigeno (radicales hidroxilo-OH, oxigeno unico, peréxido de hidrégeno),

2) intermediarios reactivos del nitrégeno, -6xido nitrico (ON), 3) proteinas catidnicas (Tomihata, 1996;
Regueiro, 1997; Anderson, 1998).
Por otra parte, se distinguen reacciones de rechazo del huésped contra el injerto y viceversa,

éstas resultan de interaccién con linfocitos ya sensibilizados contra antigenos especificos (Reaccién
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tipo IV) (Segura-Egea, 1998). La reaccién del huésped contra el injerto es la mas habitual y puede ser de 3
tipos: a) rechazo hiperagudo -se produce en horas post-transplante, b) rechazo agudo o acelerado,
suele ocurrir dentro de los primeros 30 dias post-transplante, ¢) rechazo crénico —ocurre pérdida
paulatina de la funcién del injerto en meses o afios. En estas circunstancias, los linfocitos activados
provocan migracion de macréfagos y mononucleares al sito de la inflamacién aumentando la
respuesta y el dafo tisular (Remes, 1992; Anderson, 1998).

Virtualmente, cada individuo en algin momento de su vida puede llegar a estar en contacto
con diversos biomateriales. La implantacién puede ser permanente o transitoria. Motivos que obligan
a evaluar la seguridad y efectividad de cada biomaterial, considerando un balance de riesgo y
beneficio. De cada biomaterial, se deben analizar los cambios biolégicos y dindamicos que ocurren en
la interfase material/tejido; éstos incluyen estudios moleculares y celulares in vivo e in vitro de la
respuesta inflamatoria crénica y aguda y la relacidn de la respuesta obtenida a largo plazo, para
determinar el éxito o el fracaso del biomaterial. Asi, como parte del conocimiento fundamental se
requiere un analisis mds exhaustivo en dreas como infeccidn, respuesta inmune y las caracteristicas
de la reaccidn tisular en las interfases de gas/fluidos/sangre. Ademds, debe definirse antes de las

aplicaciones en humanos, los criterios de eleccién en modelos animales (Angelova, 2000;Tabata, 2000).

CAPITULO 6

NEUROESTROIDES

6.1 DEFINICION Y BIOSINTESIS
El termino “neuroesteroide” no designa una clase particular de esteroides, solamente se
refiere al sitio de sintesis -“sistema nervioso” (Baulieu, 1996, 2000); son compuestos sintetizados por
células gliales en el cerebro y nervios periféricos, independientemente de la actividad glandular

periférica (Baulieu 1997). La progesterona, hormona producida y secretada por ovarios y glandulas
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adrenales, se considerard neuroesteroide, si la sintesis se realiza “de novo” en el cerebro 6 nervios
periféricos (Baulieu, 1997).

En estudios realizados en el cerebro de ratas, se observé que los astrocitos y oligodendrocitos
sintetizan y metabolizan neuroesteroides (Baulieu, 1990; Robel y col., 1995a), lo mismo sucedié con las CS
del SNP -sintetizan progesterona (PROG) a partir de pregnenolona (PREG), independientemente de
la edad y del sexo (Jung-Testas y col., 1996; Koenig ycol., 1995;2000; Baulieu, 2000) (Fig. 24). En cambio, hasta el
momento no se ha demostrado la sintesis de pregnenolona en neuronas (Baulieuy col., 1997).

La esteroidogenésis se inicia con la conversién de colesterol a PREG, mediada por la enzima
citocromo P450.. en la membrana interna mitocondrial de astrocitos y oligodendrocitos (Fig. 24),
evento enzimatico caracteristico de las células esteroidogénicas en glandulas endocrinas, incluyendo
-testiculos, ovarios y glandulas adrenales. La PREG es el principal precursor de la sintesis de hormonas
esteroides a partir de colesterol en células glandulares esteroideogénicas y “de novo” en el tejido
nervioso (Baulieu, 1996,1997; Engel, 2001), a partir de ella se origina la PROG y dehidroepiandrosterona

(DHA); luego la serie completa de esteroides (Robel y col., 1995a Baulieu, 1997; Friess, 2000) (Fig.16).

6.2 SIGNIFICANCIA BIOLOGICA DE LOS NEUROESTEROIDES

La PREG, PROG y sus metabolitos reducidos, son los unicos esteroides que pueden ser
producidos de novo a partir de colesterol en el tejido cerebral (Baulieu y col., 2000), se desconoce el
estimulo fisioldgico que regula su sintesis, es probable que actlien a través de segundos mensajeros o
factores tréficos, como sucede en érganos esteroidogénicos cldsicos que estimulan la biosintesis de
esteroides (Baulieu, 1995); también se desconocen los mecanismos de accién neuro-reparativos y poco
se conoce acerca del metabolismo de regulacidn, sin embargo; son esenciales para las funciones del
sistema nervioso (Baulieu, 1990, 2000; Schumacher, 1999). Posiblemente, la sintesis local permita mantener
niveles mds estables, ejerciendo a la vez una funcién protectora en el tejido cerebral. Los reducidos
niveles circulantes de PREG y PROG durante las etapas del ciclo estral, vejez y los encontrados en el
SN de machos, pueden explicar la dependencia de una sintesis local (Baulieu y col., 1997).

Los neuroesteroides, tienen efectos especificos modulatorios sobre receptores ionotrdpicos:
-inhiben al receptor nicotinico neuronal de acetilcolina (Baulieu, 1995, 2000; Zorumski, 2000), activan los
receptores hipotalamicos de oxitocina (Robel y col., 1995b), mientras que; el metabolito reducido 50,30,

activa la 30,50TH-progesterona y éste ultimo, los canales de cloro del complejo receptor GABA,
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(Baulieu y col., 1996,1997, 2000; Engel, 2001) (Fig. 25) ademas activa, -glicina y glutamato y por lo tanto;
modulan la excitabilidad neuronal (Robel y col., 1995b, del Cerro y col., 1995; Baulieu y col., 1997; Engel, 2001).

Por otra parte, los neuroesteroides ejercen distintos efectos neurotréficos, particularmente
durante el desarrollo temprano y en la vida adulta. In vitro, regulan el crecimiento y diferenciacion de
astroglia (Jung-Testas y col.,, 1994; del Cerro y col., 1995). Mediante mecanismos autocrinos-paracrinos
modulan la respuesta reparativa, al ejercer efectos tréficos en neuronas y células gliales, mediante la
inhibicién de la cicatriz glial y la sobrevivencia de neuronas (del Cerro y col., 1995; Garcia-Estrada y col., 1998;
Baulieu, 1997, 2000).

Cuando se adicionan a medios de cultivos, los neuroesteroides favorecen la sobrevivencia
neuronal (Bauliey, 1997) y elevan la sintesis de proteinas de mielina especifica de oligodendrocitos-
proteina basica de mielina (MBP) y el nucleétido ciclico fosfodiesterasa (CNPasa) (Jung-Testas y col., 1994;
Desernaud, 1998, Baulieu, 2000). En el SNP de roedores machos, la PROG estimula la regeneracion nerviosa
al acelerar la maduraciéon de axones regenerados e incrementar la formacién de vainas de mielina
(Koening y col., 1995, 2000). En términos generales, puede decirse que los neuroesteroides actudan
mediante mecanismos de accion gendmicos y no-gendmicos y a través de una regulacion autocrina-
paracrina entre neuronas y células gliales (Fig. 25) (Robel y Baulieu 1995, Baulieu y col., 1997, 2000; Schumacher,
1999).

6.3 SINTESIS DE NEUROESTEROIDES POR CELULAS DE SCHWANN

Al detectarse concentraciones elevadas de PREG en el nervio cidtico humano, se confirmé la
sintesis de este compuesto en nervios periféricos (Morfin y col., 1992). Mas tarde, en el nervio cidtico de
ratas, se registraron concentraciones de PROG y PREG 10 veces mayores que en plasma (~10 ng/g),
niveles que no se redujeron con la extirpacion de génadas y gldndulas adrenales (Koening y col., 1995;

Baulieu 1996,1997).

Por otra parte, estudios in vitro demostraron que las neuronas inducen la via biosintética de
PROG en las CS, al verificar que al cultivarlas previamente con neuronas ganglionares de la raiz dorsal
(DRQG), contenian la enzima 33-HSD, que convierte PREG a PROG (Baulieu y col., 1997). Estos resultados
demostraron que las CS sintetizan neuroesteroides, incluyendo PREG, PROG y sus metabolitos
reducidos (Koening, 2000).

La PROG regula las funciones de las CS mediante mecanismos autocrinos (Baulieu, 2000; Engel,
2001) y ademas de sintetizar PROG, también expresan el receptor intracelular para ese neuroesteroide

(R-progesterona), como ha sido demostrado por la unién de ligandos selectivos en la RT-PCR,
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utilizando iniciadores complementarios de ligandos, que se unen a los dominios de los R-

progesterona de la rata (Baulieu y col., 1997, 2000; Zorumski, 2000).

6.4 PROMOCION DE MIELINIZACION POR PROGESTERONA

La PROG y su precursor PREG se encuentran en concentraciones elevadas en el SNP y las CS, -
glia mielinizante de nervios periféricos, sintetizan PROG a partir de PREG (Koening y col., 1995,2000; Baulieu
y col., 1996,2000; Desarnaud y col., 1998). En el nervio cidtico de ratones machos, se demostrd la sintesis
enddgena de PROG por CS, independiente de la actividad gonadal y adrenal y se demostrd el efecto
in vivo de PROG sobre la mielinizacion en el nervio cidtico de ratones lesionados por congelacién
(Koening y col., 1995, 2000), éstos resultados confirmaron la sintesis de PROG por CS y el efecto sobre la
sintesis de mielina durante la regeneracion nerviosa (Koening y col., 1995,2000; Zorumski, 2000).

La PROG promueve la mielinizacidn al activar los genes especificos de proteinas de mielina, -
proteina cero (Po) y la proteina de mielina periférica-22 (PMP22), elementales en la sintesis de mielina
en nervios periféricos (Garbay y col., 2000). El gen PMP22 contiene los exones 1A y 1B, cada uno da
origen a dos transcripciones: el exon 1A, confinado al SNP que se acopla estrechamente en la
formacion de mielina durante el desarrollo nervioso y regeneracion; el exon 1B- confinado al tejido no
neural y fibroblastos (Suter y Snipes, 1995; Desarnaud, 1998). Asf, el PMP22 actta en dos sitios bioldgicos: -
uno relacionado al crecimiento axonal (1B) y el (1A) en la mielinizacidn (Desarnaudy col., 1998).

En las CS, la PROG eleva especifica y selectivamente las actividades del promotor Po y el
promotor 1 (exon 1A) de la PMP22, ambos promotores estan implicados en la formacién de mielina
(Desarnaud y col,, 1998). La PROG puede actuar a nivel transcripcional elevando especificamente la
expresion de genes especificos de proteinas de mielina, mecanismo demostrado por la concentracién
elevada del RNA de la proteina basica de mielina en las CS (Melcangi y col., 1998, 2000). De esta manera, la
PROG, es sintetizada localmente en el SNP por las CS, y promueve la mielinizacién al actuar como un

factor autocrino (Baulieu y col., 1996, 1997, 2000; Desarnaud y col., 1998, Koening, 2000).

6.5 NEUROESTEROIDES EN GLIOSIS REACTIVA
Las lesiones del SNC activan las células gliales que contribuyen a la formacién de la cicatriz
glial, cuya presencia resulta desfavorable en la regeneracion y remielinizacién axonal (Fawcett y col,
1999). En la gliosis reactiva intervienen células de microglia, astrocitos, precursores de

oligodendrocitos y células meningeas; en conjunto producen moléculas inhibitorias para la

27



Antecedentes

regeneracion axonal (Fawcett y col,, 1999; Streit y col., 1999). Esta respuesta glial, es modulada por
hormonas gonadales, neuroesteroides y otras substancias extracerebrales provenientes de la
circulacidn sistémica (Garcia-Seguray col., 1994; Garcia-Estrada y col., 1998).

Las células gliales expresan receptores para hormonas gonadales (Jung-Testas y col., 1996; Baulieu,
2000; Engel, 2001) y son capaces de inhibir la gliosis post-traumatica cerebral, -la administracion
sistémica de testosterona en ratas machos, inhibe la proliferacion de astroglia en la corteza cerebral y
el hipocampo lesionado por una herida penetrante; en hamsters machos ésta hormona inhibe los
niveles de ARNm para GFAP en el NMNF lesionado por aplastamiento del nervio facial, en la salida del
foramen estilomastoideo (Jones y col., 1996,1997). Ademads, en ratas hembras, el 173-estradiol y PROG
tienen efectos similares (Garcia-Estrada y col., 1993).

Estudios in vivo e in vitro demostraron que los neuroesteroides -PREG, PROG 6 DHA, reducen
la gliosis reactiva en el tejido cerebral de ratas machos, ésto indica que la produccién cerebral de
neuroesteroides, contribuye en la respuesta regenerativa y en los mecanismos de reparacion cerebral
modulada por astroglia, sin embargo, de los neuroesteroides estudiados en tejido cerebral, la DHA
fue el inhibidor mas potente de la proliferacidn astroglial (Jones, 1996; Garcia-Estrada y col., 1998; Friess,
2000).

Se tiene gran interés en conocer el mecanismo de regulacion de gliosis reactiva por
neuroesteroides, debido que el tejido glial en el SNC de mamiferos ha sido considerado como uno de
los principales, para que suceda la regeneracion axonal (Le Roux y col., 1996). Por su parte, la cicatriz glial
forma una barrera fisica que evita el crecimiento axonal y producen varias moléculas como los
proteoglucanos, que inhiben el crecimiento neuritico central (Bovolentay col., 1992; Le Roux y col., 1996). Los
resultados favorables de los neuroesteroides al inhibir la cicatriz glial, pueden proponerse para
facilitar la regeneracion axonal del SNC (Del Cerro y col., 1995; Garcia-Estrada y col., 1998), en particular, en la

reparacion de nervios periféricos.

CAPITULO 7

REGENERACION NERVIOSA

7.1 ESTADIOS REGENERATIVOS EN NERVIOS TUBULIZADOS
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Fields y cols. en 1989 (den Dunnen, 1996) describieron 5 estadios regenerativos que suceden
después de la tubulizacidn de nervios periféricos:

Respuesta Postraumadtica - Se caracteriza por la exudacién de liquido acelular en la cdmara
axonica (Wong y col., 1991), la mayor parte es suero y en cantidad variable, -sangre, liquido extracelular y
detritus citoplasmaticos intracelulares, incluyendo organelos intracitoplasmdaticos como membranas
del reticulo endoplasmico, todos provenientes de ambos extremos nerviosos (proximal y distal)
(Spector y col, 1991; den Dunnen, 1996). En esta matriz liquida, estan presentes factores neurotréficos y
promotores de neuritas que favorecen el crecimiento celular, migracion, mitogenésis y elongacién
(Strauch, 2000) (Fig. 26,a).

Migracion celular y prolongaciones celulares —Aqui, crecen células mesodérmicas, sobre todo
fibroblastos perineurales procedentes de ambos extremos nerviosos, sus prolongaciones se
extienden a través de la matriz y actian como soporte estructural para orientar la migracion de
axones y SC, al mismo tiempo migran macrdfagos y fagocitan eritrocitos y otros remanentes
tisulares, en ambos segmentos nerviosos (DeFelipe y col., 1993; Bailey y col, 1993) (Fig. 26,a-C).

Diferenciacién de elementos vasculares, neuronales y gliales- las bandas de fibrina y coldgena
forman vias para el rebrote de neuritas y contribuyen a organizar el epineurio primitivo (den Dunnen,
1996). Células endoteliales promueven la formacidn de canales vasculares que son rodeados por
prolongaciones citoplasmaticas de fibroblastos. Se proyectan neuritas provenientes del extremo
proximal y migran SC (ectodérmicas) de ambos segmentos nerviosos (Spector y col., 1991; Strauch,
2000)(Figs. 26, bdf).

Crecimiento axonal —las neuritas alcanzan el extremo distal mediante movimientos ameboides
y las SC envuelven a grupos de axones para iniciar el proceso de mielinizacién (Garbay, 2000) (Fig.
26,gh). Al final de este estadio, los nervios empiezan a agruparse en fasciculos y aparecen separados
por estructuras de coldgena y fibroblastos perineurales que formaran el epineurio y perineurio
primitivos. Durante este periodo las neuritas han alcanzado su dérgano diana (musculo) y pueden
distinguirse fibras nerviosas no mielinizadas, premielinizadas y mielinizadas (Figs.18,gh) (den Dunen,
1996; Garbay, 2000).

Mielinizacién - Finalmente la mielinizacién del nervio regenerado se evalda por estudios
clinicos y electrofisioldgicos. En esta etapa la funcién nerviosa y sensitiva del nervio regenerado

puede compararse con la funcién del nervio normal (Garbay, 2000).
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7.2 FUNCIONES DE LAS CELULAS DE SCHWANN DURANTE LA REGENERACION
NERVIOSA

Las CS son consideradas las mds importantes y esenciales en la regeneracion nerviosa (Weinstein,
1999; Dezawa y col., 2000). Estudios in vitro e in vivo permitieron conocer sus funciones, pero se
desconocen los mecanismos que emplean para migrar durante la regeneraciéon nerviosa en
asociacién con las fibras nerviosas en crecimiento (Weinstein, 1999); entre sus funciones destacan:

1. Promover el crecimiento de neuronas y en general la regeneracién neural (Dezawa, 2000).

2. Modulan y promueven el crecimiento neuritico al sintetizar factores neurotréficos (AVGA
BDNE  neurotroprnas -3,4°5 (N73, N7-45), CNTE [6F7, /6F2, T&GFB, FEGF7,
FG&F-2), componentes de matriz extracelular (#bronectina, /lamimina,  Eirosima-c,
coligena tpo /N y V/)y moléculas de adhesidn celular (CAMS) (77o/écula de adkhesion
celular-neural (V-CAP]), lectina-7 (Ll), glucoproteira asociada a relna (HAG),

Caderina-neural, imntegrinas) (Weistein, 1999; Dezawa, 2000). Estas sustancias favorecieron la

regeneracion nerviosa al depositarlas en el interior de camaras axdnicas y entre las mas
estudiadas destacan el NGF (Spector vy col., 1991ab, 1992, 1993), bFGF (Bates y col 1991), IGF-1 (Sjéberg y
col., 1989), laminina, colagena tipo IV, moléculas de adhesién neural (Cheny col., 1995).

3. Son indispensables en la interaccion CS-axén (unidad regenerativa) para que suceda

regeneracion nerviosa (Weinstein, 1999).

En la regeneracién de nervios periféricos, es condicién indispensable el contacto de las fibras
nerviosas con las CS —“interacciéon CS/axdn” (Weinstein, 1999; Dezawa, 2000), el complejo es modulado
principalmente por factores neurotréficos (NGF y su receptor -RNGF) aunque se han detectado
moléculas de adhesién celular avanzando junto con los conos de crecimiento y posiblemente coexiste
una comunicacién activa y bidireccional (via retrégrada) hacia el soma neuronal (Fan y col., 1992;
Weinstein, 1999). Los axones regenerados que se acompafian por nuevos complejos CS/axdn, crecen

del segmento nervioso proximal y se extienden hasta alcanzar el segmento distal (Dezawa, 2000).
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7.3 IMPORTANCIA DE LA VAINA DE MIELINA

En el SNP, las CS forman la mielina por diferenciacién de su membrana plasmatica (Garbay y col.,
2000), la funcién principal de la mielina es transmitir con mayor rapidez el impulso nervioso a lo largo
del axén (Garbay y col., 2000). La velocidad del impulso se ve favorecida por sus propiedades: aislante,
elevada resistencia eléctrica y baja capacitancia, lo que permite que la velocidad de conduccién sea
mas rapida, se ahorre energia y espacio (Dumitru, 1994; Ganong, 1998; Garbay y col., 2000).

Por otra parte, la vaina de mielina es elemental para el correcto y eficiente funcionamiento del
sistema nervioso; en el caso de las enfermedades desmielinizantes, éstas se caracterizan por
invalidez debido al bloqueo de conduccidn de las fibras nerviosas lesionadas (Ganong, 1998; Garbay y col.,

2000).

7.3.1 Composicidn de la vaina de mielina en el SNP

Bioquimicamente la mielina se distingue de las otras membranas bioldgicas, por su elevada
proporcion entre lipidos y proteinas, ella contiene 70-80% de lipidos y 20-30% de proteinas (Heape y col.,
19896b). Su elevado contenido de lipidos le confiere la propiedad aislante, -requerida para la
conduccidn saltatoria del impulso nervioso (Mugnaini, 1982; Garbay, 2000).

La mielina contiene todas las clases de lipidos (lipidos neutros, fosfoglicéridos vy
esfingolipidos), no hay evidencias de lipidos especificos, como sucede con las proteinas de mielina,
sin embargo, se distinguen diferencias cuantitativas entre las especies (Garbay, 2000). Los acidos
grasos, componentes de los lipidos de mielina, se caracterizan por su elevado contenido en acidos
grasos saturados de cadena larga (20-24 atomos de carbono), la mayoria se encuentran presentes
como esfingolipidos, en particular, el galactolipidos —C (Gal-C) (Bourre y col., 1993).

En la mielina del SNP, las proteinas representan entre el 20 y 30%, y a diferencia de los lipidos,

existen diferencias en su composicién y especificidad, el 60% lo representan las glucoproteinas (#2),
FINF22, FIAG, Feriaxina, Caderima-£), el 20-30% estd constituido por diversas proteinas (CAVA

PLFDAI2O, Cx32)(Garbayy col., 2000; Melgacani, 2000).
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7-3.2 Mielinizacién del SNP
7-3.2.1 Factores que contribuyen en la mielinizacién

Se desconoce con precision el sefialamiento que precede a la mielinizacidn, regulacién y
extensién de la formacién de mielina, sin embargo; estudios in vivo e in vitro, han permitido
identificar distintos factores indispensables para la mielinizacion (Garbay y col., 2000).

Entre los diferentes sefialamientos axdnicos que participan en la iniciacién de la sintesis de
mielina, destacan: -la interaccién CS-axdn, dependencia del didmetro axonal (> de 0.7 pm), tipo de
axoén (sensitivo o motor), participaciéon neuronal en adicién al contacto CS/axén (Garbay y col., 2000).

Otras sustancias involucradas en la mielinizacidon han sido: -el TGF1 modula la interaccién
neurona/CS (Garbay y col., 2000), el adenosina-5-monofosfato ciclico (cCAMP) involucrado como segundo
mensajero en la promocidn de mielinizacidn (Melgacani, 2000) y durante los Gltimos afios, se han
demostrado los efectos neurotrdficos de la PROG sintetizada por CS (Koening, 1995, 2000), ésta hormona
acelera el tiempo de iniciacién de la formacién de mielina y eleva su porcentaje de sintesis. Cuando las
CS, reciben el seflalamiento por parte de las fibras nerviosas para iniciar el proceso de mielinizacién,
inmediatamente se modifica el programa de expresién genética y permite la sintesis de los
constituyentes de mielina mediante los factores de transcripcién -Oct-6, Krox-20 y Sox-10, que

participan en el desarrollo del fenotipo de mielinizacién de las CS (Garbay y cols., 2000).

7-3.2.2 Sintesis de mielina

La organizacion morfoldgica del proceso de mielinizacion, fue descrita en el capitulo 2,
seccion 2.2 (Fig. 9 y 10) y en este apartado serdn descritos algunos aspectos bioquimicos relacionados
al “estadio inicial de mielinizacién” y al periodo “activo de mielinizacién”.

Previo a la mielinizacidn, las CS mielinizantes expresan marcadores iniciales: el RNFG (Weintein,
1999), la proteina asociada al crecimiento 43 kDa (Garbay, 2000) y varias moléculas de adhesidn celular,
incluyendo la molécula de adhesién neural (N-CAM) y LI (Dezawa, 2000); al establecerse el contacto
CS/axdn, se producen los genes de PO, proteina bésica de mielina (MBP), glucoproteina asociada a
mielina (MAG) y galactosilcerebrdésidos (Dezawa, 2000; Garbay, 2000), otros marcadores iniciales incluyen,
los galactolipidos -Gal-C y SGal-C (Coetzee y col, 1998), su expresion es un factor importante en la

progresion de la formacién de mielina compacta. MAG y Gal-C son necesarias durante el estadio de
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desarrollo axonal, la MAG establece la relacién 1:1 entre SCy axdn, y los Gal-Cy SGal en la deposicion
de la primera lamela de mielina (Fig. 10) (Garbay, 2000).

“

El final del estadio promielinico y el inicio del “periodo de mielinizacidn activo”, se
caracterizan por la rapidez con la que CS sintetizan membranas que daran origen a numerosas vainas
de mielina (Fig. 9); ademas, se acumulan los componentes especificos de mielina, -PO, PMP22, MBP,
los componentes de membrana celular —glicerol-fosfolipido, fosfatidilcolina, cardiolipinas, colesterol y
triglicéridos (Garbay, 2000). La acumulacidn temprana de proteinas y lipidos refleja la proliferacién
acelerada de CS (Dezawa, 2000), durante este periodo, los numerosos cambios bioquimicos que

suceden en los nervios periféricos, son resultado del rdpido incremento de las cantidades de

componentes moleculares de la vaina de mielina (Garbay, 2000).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar, de los refinamientos quirdrgicos y resultados favorables obtenidos con técnicas
quirurgicas convencionales (neurorrafia y autoinjerto) en la reparaciéon de secciones traumaticas de
nervios periféricos, han surgido complicaciones relacionadas con la alineacién, coaptacidn fascicular y
por lo tanto, retraccion cicatrizal. Entre las mas sobresalientes, se distinguen los neuromas,
parestesias, limitacion funcional, rigidez y la regeneracién aberrante, que representan un elevado
porcentaje de incapacidades, indemnizaciones y el mas alto nimero de acciones medicolegales

Estas acciones han conducido que durante mas de un siglo, persista el interés de desarrollar
distintos modelos experimentales, para mejorar los resultados funcionales y reducir el traumatismo
de los elementos nerviosos en la reparacién de nervios seccionados. Asi, se introdujeron las cdmaras
de tubulizacién de materiales enddgenos y sintéticos, como substituto de suturas y del injerto
nervioso. Técnica que permite asistir la regeneracién nerviosa mediante la aplicacién “in situ” de
diversos compuestos (precusores de matriz extracelular, factores neurotréficos, hormonas

gonadales) al nervio lesionado, menor dafio quirdrgico y mejor cicatrizacién que la resultante de

suturas- Sin embargo, de distintos estudios con nervios axotomizados-tubulizados con cdmaras de

tubulizacién compuestas de materiales sintéticos (silicona), en los nervios cidtico y facial de roedores,
conejos, gatos, primates, ovejas y el nervio mediano del humano, se evidenciaron los siguientes
aspectos: a) en lesiones con solucién de continuidad de 3 a 10 mm, el porcentaje de regeneracién fue
menor del 75%, b) la presencia del material silicona a largo plazo, produjo compresién nerviosa,
fibrosis neural y disfuncién nerviosa; motivos que han conducido al desuso.

Con este panorama y con la innovacién de resolver esos problemas, se introdujeron los
biomateriales en la tubulizacién nerviosa. Hasta ahora, de los distintos biomateriales utilizados en Ia
regeneracion nerviosa, se han mostrado ventajas superiores con respecto a los resultados obtenidos
de los materiales sintéticos. Los biomateriales, se biodegradan gradualmente, no requieren una
segunda cirugia para retirarlos y actian como vehiculo de liberaciéon de compuestos ¢ células. Esta
biotecnologia, permite la liberacidn constante y regular del compuesto en el sitio de accidn, evita la
aplicacidn repetida de sustancias y los efectos secundarios indeseables de una terapia sistémica. Con
el uso de los polimeros sintéticos -PLA, PGA, polifosfazenos y el polimero natural alginato, se

lograron excelentes resultados en lesiones con solucién de continuidad hasta los 80 mm, en animales
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mayores que los roedores, en el nervio cidtico del gato y facial de conejos y ovejas, con resultados
morfométricos y funcionales que no se lograron con materiales sintéticos.

Bajo este contexto y en consideracidon de los distintos factores que influyen sobre los
resultados en la regeneracion de nervios periféricos lesionados, se propuso utilizar en el presente
trabajo el biomaterial quitosana como prdtesis nerviosa en el nervio facial axotomizado de conejos. A
diferencia de los polimeros sintéticos, la quitosana ofrece propiedades quimicas y bioldgicas
adicionales, no ha sido utilizada como camara de tubulizacién y vehiculo de liberacién de compuestos
en nervios periféricos seccionados. Ademas, la quitosana, ha mostrado resultados favorables en
distintas aplicaciones biomédicas: como cicatrizante de Ulceras cutdneas, quemaduras, estimulante
inmune y como material de soporte para promover el crecimiento de células cerebrales normales y
provenientes de gliosarcoma; ésta ultima, podria resultar benéfica para estimular la regeneracién
nerviosa.

Por otra parte, existe evidencia de los efectos neuroprotectivos, tréficos y mielinizantes de la
PROG en neuronas y células gliales. En ratas, la administracion in situ de PROG posterior a la
axotomia, previene la muerte de motoneuronas faciales, incrementa la expresidn de proteinas de
mielina especifica en oligodendrocitos y CS. En la corteza frontal, reduce los efectos que ocasionan
las lesiones contusas (edema). En el nervio cidtico de roedores y facial de hamsters, lesionados por
congelacién ¢ por aplastamiento, la aplicacidn in situ de hormonas gonadales, esteroides endégenos
(PROG) y NFG, han beneficiado la regeneracién nerviosa, al lograr la recuperacién funcional y
morfoldgica semejante al nervio normal.

En este trabajo, se planted utilizar la PROG y otros neuroesteroides como la PREG ¢ DHA,
contenidos en las paredes de las prdtesis de quitosana, para que fueran liberados en el sitio del
nervio lesionado en base de que no existen: 1) Estudios que muestren los efectos de éstos
neuroesteroides en lesiones con solucién de continuidad, 2) Se desconocen sus efectos
modulatorios, sobre la respuesta glial en el NMNF axotomizado y tubulizado, 3) No hay estudios del
uso de la quitosana en nervios craneales seccionados y en especies mayores que los roedores;
motivos principales del presente trabajo de investigacion.

Con base a lo anterior, en el presente trabajo se evaluaron los efectos de los neuroesteroides
PROG, PREG 6 DHA en la regeneracion del nervio facial del conejo y su respuesta glial en el NMNF
axotomizado y tubulizado con una prétesis de quitosana conteniendo en sus paredes los

mencionados neuroesteroides, para actuar como vehiculo de liberacién in situ en lesiones con
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solucién de continuidad de 10 mm de longitud. Los resultados del presente trabajo, ofreceran una

nueva estrategia en la reparacién de secciones traumdticas de nervios periféricos.

HIPOTESIS

La tubulizacidon de la rama bucal superior del nervio facial de conejos, con una prdtesis de
quitosana conteniendo los neuroesteroides progesterona, pregnenolona ¢ dehidroepiandrosterona
favorecen su regeneracién y la modulacién glial del NMNF, en lesiones con solucién de continuidad

de 10 mm de longitud.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de una prétesis de quitosana con cada uno de los neuroesteroides,
progesterona, pregnenolona 6 dehidroepiandrosterona, en dos estadios regenerativos de la rama
bucal superior del nervio facial de conejos, en el que se provocé lesién con solucién de continuidad
de 10 mm de longitud, asi como la respuesta modulatoria de esta prdtesis bioactiva sobre neuronas,

astrocitos, oligodendrocitos y microglia del niicleo motor del nervio facial deaferentado.

OBJETIVOS PARTICULARES
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1.

Analizar la liberacién de los neuroesteroides PROG, PREG 6 DHA y su degradacidn, a partir de
la pared de las prétesis de quitosana implantadas via subcuténea, a los 15, 30 y 60 dias,

mediante cromatografia de gases y microscopia de luz.

Realizar un andlisis cuantitativo ultraestructural de las estirpes celulares, el nimero de
ntcleos de células de Schwann (CS), de fibras no mielinizadas y su didmetro, en los

segmentos proximal y distal del crecimiento nervioso, a los 15 dias post-axotomia.

Determinar mediante microscopia de luz, el nimero de fibras mielinizadas y proporcién “n”,
en los segmentos proximal y distal y mediante anadlisis ultraestructural, -el nimero de ntcleos
de CS y de fibras mielinizadas y no mielinizadas, asi como el drea total de la fibra mielinizada,

su didmetro y la proporcién “g” a los 45 dias post-axotomia.

Realizar un andlisis morfométrico cuantitativo mediante microscopia de luz, el area nuclear,
de Nissl y soma de neuronas del NMNF axotomizado a los 15 y 45 dias poslesion y mediante

ultraestructura el drea nuclear de astrocitos, oligodendrocitos y microglia.
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CAPITULO 8

METODOS GENERALES
8.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron conejos machos adultos Nueva Zelanda, procedentes del bioterio del Centro de
Investigacion Biomédica de Occidente del IMSS. Las edades variaron entre 60 y 120 dias, con peso de
2.5 a 3.0 kg respectivamente. Para el andlisis de liberacidn “in vivo” de los neuroesteroides a partir de
las prétesis de quitosana implantadas via subcutdnea, se destinaron 9 conejos, los cuales una vez
gonadectomizados, fueron distribuidos aleatoriamente en 3 grupos (n=3/grupo), para cada uno de
los neuroesteroides de estudio (PROG, PREG 6 DHA). En los estudios de regeneracién del nervio
facial, se utilizaron 40 conejos gonadectomizados, que aleatoriamente fueron distribuidos en 4
grupos (n=10/grupo), para el estudio de los neuroesteroides, PROG, PREG é DHA y el control VEH.
Ademas, cada grupo se subdividié en dos grupos mas, para los estudios de regeneracion nerviosa, en
los periodos de 15 y 45 dias. Adicionalmente, se analizaron los nervios de 15 animales no operados
(controles intactos). Durante el estudio los animales se mantuvieron a 22+2°C de temperatura,
humedad relativa del ambiente entre el 50 y 55%, ciclos de luz-oscuridad de 12:12 horas, agua potable y
alimentaciéon con dieta balanceada “ad libitum”. Los animales fueron tratados siguiendo las
recomendaciones de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) de los Estados Unidos de Norteamérica

para el manejo y utilizacién de animales de laboratorio para experimentacion.

8.2 ELABORACION DE PROTESIS DE QUITOSANA

Se utilizaron hojuelas de quitosana (DP,=1500 grado de acetilacién =25%, obtenida de quitina
de cangrejo, grado biomédico, Bioseed systems, CA), 3 g de éstas fueron depositadas en 300 ml de
agua destilada y se dejaron en agitacion durante 24 h a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se
adicionaron 4.5 ml de acido acético (Monterrey 0303) para disolverlas, se mezclaron y se dejaron
durante 5 dias en agitacién a temperatura ambiente. Se obtuvo una quitosana soluble que fue filtrada
al vacio (2 veces) y enseguida con filtros de medio de cultivo (Millex® -GS) de 3 pm y 0.22um,
respectivamente. Mds tarde, fue repartida en cuatro viales de 20 ml (Fig. 27). En distintos viales se

agregaron 320 mg de PROG (Aldrich 85945-4), PREG (Sigma P-9129) 6 DHA (Aldrich 12578-4), y en un vial no se
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agregd ningun neuroesteroide (quitosana control vehiculo). La cantidad de los neuroesteroides fue
calculada tomando en cuenta que; al final del proceso cada prétesis de quitosana contuviera por lo
menos 8 mg (Yuy col., 1989;Ro0f y col., 1996). Las prdtesis fueron elaboradas manualmente utilizando un
tubo de silicona como molde (Sani-Tech Medical grade, STHT-Co30) con 1.56 mm de didmetro externo y
0.72 mm de didmetro interno, de éste se usaron segmentos de 15 mm de longitud, insertos en agujas
hipodérmicas (20G-30mm) para mantener permeable el lumen. Las prétesis fueron modeladas
mediante inmersiones sucesivas del molde en la quitosana viscosa para formar las capas. La prdtesis
fue sumergida en una solucién de NH,OH (Baker 9721-60) al 10% (w/V) hasta que aparecié un precipitado
blanco, se lavaron exhaustivamente con agua destilada y cada 5 min se repitid el proceso, hasta
completar la superposicion de nueve capas. Se dejaron secar los tubos de quitosana durante 12 h a
temperatura ambiente, se separd el tubo matriz de silicona y resultaron prétesis de quitosana con 1.7

mm de didmetro interno y 1.9 mm de didmetro externo (Fig. 27).

8.3 CROMATOGRAFIA DE GASES

La medicidn de las concentraciones de cada neuroesteroide en las prdtesis de quitosana
implantadas en el espacio sc en los diferentes tiempos, -15, 30 y 60 dias, se realizé por cromatografia
de gases (CG) en un equipo Chrompack Mod. CP 9000. Una vez que las prétesis se extirparon, éstas
fueron trituradas en un mortero y posteriormente el extracto se cuantificd tres veces con 5 mL de
diclorometano. Enseguida, el extracto combinado se colocé en un matraz volumétrico y se llevé a un
volumen de 20 mL con diclorometano y posteriormente fueron analizados por CG. Las muestras
fueron procesadas con una columna CPSIl 5 CB 25 mX (0.32 mm x 0.12 pm) y como calibracién
estandar se utilizaron en forma externa los mismos neuroesteroides que contenian las prétesis. Las
condiciones de cromatografia fueron: gas acarreador (Helio 80 mL/min), temperatura por inyector
270°C, temperatura del horno,-isoterma de 220°C, volumen de inyeccion 1.0 pL, y detector: E.I.D. Los
tiempos de retencién de cada uno de los neuroesteroides son: PROG 19.96 min (estandar interno

DHA), PREG 11.35 (estdndar interno PROG) y DHA 14.96 min (estandar interno PREG).

8.4 PROCEDIMIENTOS QUIRUGICOS

8.4.1 Gonadectomia
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Conejos machos adultos de 2 meses de edad y 1.8 - 2.5 kg fueron anestesiados por inyeccion
intramuscular (im) de xylazina (Anased®) (2.5 mg/kg) y anestesia local en la zona pubica, mediante
infiltracién subcutdnea (sc) con 0.5 ml de 2% de xilocaina. Se afeitd toda la regién pubiana y mediante
una incision horizontal de 2 cm de longitud en la piel, se expuso la tunica albuginea, sobre esta se hizo
un corte y mediante presidn se extrajo por separado cada testiculo, se ligd y cortd el paquete vasculo-
nervioso que contenia el testiculo con catgut 3-0; enseguida la piel fue cerrada con seda 4-0. Se
dejaron pasar 30 dias para que se abatieran los niveles séricos de hormonas, antes de utilizar los

animales en los diferentes experimentos.

8.4.2 Implante subcutdneo de prétesis de quitosana

Los conejos fueron anestesiados por inyeccién intramuscular (im) de xylazina (Anased®) (2.5
mg/kg) y anestesia local mediante infiltracién subcutdnea (sc) con 0.5 ml de 2% de xilocaina en los
espacios sc -del tercio medio del muslo, interescdpulo-vertebral y carrillo derecho (siguiendo el
trayecto de la rama bucal del nervio facial). Enseguida se afeitaron las zonas de implantacidn, y bajo
condiciones estériles, se hizo una incision de 1 cm de longitud en la piel, y en el espacio sc se formé
un tdnel donde se introdujeron las prétesis de quitosana de 10 mm de longitud (Fig. 27,f). En cada
zona de implantacion se introdujeron tres prétesis, por lo que cada animal recibié 9 prétesis. La
herida fue suturada con puntos separados (seda 2-0). Al retirar las prétesis, dos de ellas se

destinaron para andlisis de cromatografia de gases y la tercera para estudio histolégico.

8.4.3 Tubulizacidn de la rama bucal del nervio facial
Para la axotomia-tubulizacién del nervio facial (Fig. 28,a), se utilizaron 40 conejos diferentes a
los del estudio de cromatografia de gases. Estos fueron anestesiados con xylazina (Anased®) im (2.5
mg/kg), dehidrobenzoperidol im (1mg/kg) y 0.5 ml de 2% de xilocaina sc en el drea de la rama bucal del
nervio facial. Se afeitd y desinfectd todo el carrillo, el animal se colocé en decubito lateral izquierdo y
en condiciones estériles, con la ayuda de un microscopio quirdrgico, se expuso el nervio facial
mediante una incisién horizontal (Fig. 28,a), separacién roma de los planos tisulares, corte y ligadura

de la glandula parétida. Enseguida se disecciond la rama bucal superior del nervio facial y se seccioné
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un segmento de 8 mm, al retraerse los mufiones nerviosos resulté un defecto de 10 mm (Fig. 28,b).
Inmediatamente se introdujeron los segmentos proximal y distal en la prétesis de 13 mm de longitud
y se fijaron mediante dos puntos de sutura epineural, utilizando nylon 9-0 (Monosof N-2787) (Fig. 28,c),
la herida quirurgica se cerré por planos con catgut crdmico 4-0 para tejido sc y nylon 6-0 para piel. El
nervio control intacto correspondid a un segmento homdlogo del nervio facial izquierdo de conejos
VEH.

Al terminar la tubulizacién, los conejos fueron colocados sobre una manta tibia en una
incubadora a temperatura ambiente hasta su recuperacién y devueltos a sus condiciones habituales

de bioterio.

8.5 PERFUSION INTRAVASCULAR PARA LA ELIMINACION
DE SANGRE Y FIJACION DE LOS TEJIDOS

Los animales fueron sacrificados a los 15 y 45 dias poslesidn, para el estudio cuantitativo con
microscopia de luz y electrdnica de transmisién de los crecimientos nerviosos y el NMNF lesionado.
Mediante anestesia intraperitoneal (ip) con pentobarbital sédico (50 mg/kg), los conejos fueron
perfundidos durante 15 min via intracardiaca con 1000 ml de solucidén salina (Sigma S-5886) al 0.9% a
37°C, que contenia 1 g de procaina (Sigma P-9879) y 1,000 U de heparina (Sigma H-3393). Enseguida,
durante 10 min se pasaron 800 ml de solucidn fijadora compuesta por 4% de paraformaldehido (Sigma
P-6148) y 0.5% de glutaraldehido (Sigma G-7776), amortiguados en fosfatos 0.1M, pH 7.2. De los conejos
perfundidos se retiraron las prétesis de quitosana con su contenido (Fig. 39 y 40), y mediante
craneotomia, el cerebro y tallo cerebral (Fig. 33). Ambos tejidos, se fijaron adicionalmente por
inmersion durante 48 h a temperatura ambiente y se lavaron en 3 cambios de 10 min en amortiguador
de fosfatos.

Bajo control microscdpico, se separaron las prétesis del crecimiento nervioso que conteniany
se dividieron en tres fragmentos, -proximal, medio y distal. Enseguida, el tallo cerebral se separd del
cerebro, se identificé el tercio superior y medio del 4° ventriculo, --zonas que contienen la totalidad
del NMNF vy el lado lesionado, respectivamente (Fig. 33). Posteriormente, con un vibratomo (Leica
UT1000E) se obtuvieron cortes coronales de 100 pm de espesor y con un microscopio estereoscépico,
de cada rebanada se extrajo el drea correspondiente al NMNF axotomizado. Todos los tejidos fueron

depositados en viales etiquetados, antes de procesarlos hasta su inclusién de resinas.
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8.6 PROCESAMIENTO DE CRECIMIENTOS NERVIOSOS PARA
ESTUDIO CON MICROSCOPIA DE LUZ Y
ELECTRONICA DE TRANSMISION

Bajo el microscopio estereoscdpico se disecaron los segmentos proximal y distal de los
crecimientos nerviosos obtenidos de las proétesis de quitosana, se retird todo el tejido circundante y
los restos del fijador fueron eliminados mediante 2 cambios de 20 min en tampdn fosfato 0.1M pH 7.3
(Sigma S-0751y J.B.T. 3252-05), seguidos de 1 cambio de 15 min con cacodilato de sodio 0.1M pH 7.4 (Sigma
C-0250), enseguida los tejidos se posfijaron en una solucién al 1% de tetréxido de osmio (0;0,) (Sigma O-
0631) disuelto en amortiguador de cacodilato de sodio 0.2M, pH 7.4 durante 90 min a temperatura
ambiente. Al finalizar la posfijacién los tejidos se lavaron en cacodilato de sodio 0.1M pH 7.4 (3 x 10
min) y se inicié la deshidratacién mediante cambios de 15 min en series crecientes de alcohol, a partir
de 70%, 80% y 90% para terminar con dos cambios de 15 min en alcohol absoluto, la deshidratacién fue
completada con tres cambios de 15 min en éxido de propileno (Merck 12492).

A continuacidn se inicié el proceso de inclusién de los tejidos en resinas, mediante una mezcla
de resinas Poly/Bed® 812 (Polysciences Inc., Warrington, PA) y 6xido de propileno en proporcién 1:1, los
fragmentos se dejaron toda la noche con agitacién a temperatura ambiente. La mafiana siguiente se
retirdé la mezclay los tejidos se sumergieron en capsulas Been (Sigma E-4265) que contenian resina pura,
los fragmentos se orientaron respecto a la cara de corte y la resina con los tejidos se dejé polimerizar
durante 48 h a temperatura ambiente.

Del material incluido, para exponer la zona de corte se formd una pirdmide mediante tallado
con una navaja de afeitar y posteriormente con cuchilla de vidrio (Sigma G-2403) los tejidos fueron
cortados en un ultramicrotdmo C. Reichert, Austria mod. OMU3, y se obtuvieron cortes de 0.5 um de
espesor que fueron tefiidos con azul de toluidina (Sigma T- 0394). Mediante andlisis con microscopia de
luz determinamos el nimero de fibras mielinizadas y la proporcién “n”, el procedimiento del andlisis
morfométrico esta descrito en la seccién 9.3.

Para obtener los cortes destinados al estudio con microscopia electrénica de transmisién (60-
80 nm de espesor), se utilizé una cuchilla de diamante (Polysciences cat. 08452) en el mismo
ultramicrotdmo, las tiras de cortes fueron recogidas sobre rejillas de cobre de 150 cuadros (Sigma

G1653) (Fig. 32), fueron contrastados durante 15 min con acetato de uranilo (Mallinckrodt 8632) y 5 min
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con citrato de plomo (SPI 02616-AB) y examinados en un microscopio electrénico Zeiss EM906. El

analisis morfométrico esta descrito en la seccién 9.3.

8.7 PROCESAMIENTO DEL NMNF PARA ESTUDIO CON
MICROSCOPIA DE LUZ Y ELECTRONICA DE TRANSMISION

Para la inclusién en resinas de los cortes de tejidos que contenian el NMNF, se siguié el mismo
procedimiento descrito anteriormente (seccién 9.6) para inclusién y corte. Solo que para éste
propdsito se utilizé la técnica de -“inclusién en plano”, brevemente; una vez extraida el drea del
NMNF (Fig. 34,d), se incluyeron en resinas-6xido de propileno en proporcién 1:1, la mafiana siguiente
se cambiaron a resina pura y se incluyeron en plano, para ello se utilizé un portaobjetos cubierto con
parafilm® “M” (American National Can™, Greenwich, CT. 06836) y sobre el, se colocd una gota de resina y se
depositd el tejido, con la ayuda de un microscopio estereoscdpico nos aseguramos de la orientacion
correcta de las muestras, posteriormente sobre el tejido se invirtid una cdpsula de gelatina
previamente etiquetada y rellena de resina, ésta se dejé polimerizar durante 48 h a fin de obtener

cortes. Los analisis morfométricos de la poblacién neuronal y glial estdn descritos en la seccién 9.4.

8.8 TINCION DEL TEJIDO NERVIOSO (NMNF Y
CRECIMIENTO NERVIOSO) CON AZUL DE TOLUIDINA

Los colorantes basicos como el violeta de cresilo, la tionina y el azul de toluidina (Métodos de
Nissl), permiten tefir la totalidad de las neuronas, células gliales y fibras nerviosas, aunque existen
técnicas especiales para el andlisis de su estructura. En el presente trabajo se utilizé el azul de
toluidina como colorante para neuronas y fibras nerviosas. El procesamiento de los tejidos fue
descrito en las secciones 8.6 y 8.7.

Las neuronas se distinguieron del resto de las células por su soma triangular, voluminoso de
20-50 ym, abundante citoplasma granular, presentan un nucleo esférico, traslicido, éste ultimo es
voluminoso y provisto de un nucleolo grande que es fuertemente basdéfilo; ademds, en el citoplasma
se identifican numerosos cuerpos de Nissl y ocasionalmente la insinuacién de sus prolongaciones

(recordar que los cuerpos basdfilos de Nissl observados en microscopia de luz, corresponden al
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reticulo endoplasmico granular a nivel de microscopia electrénica) (DeFelipe y col., 1993; Peters y cols., 1994)
(Fig. 29,a-e).

El estudio de las células gliales por microscopia de luz, no fue motivo de estudio, pero se
reconocen métodos especificos que tifien la neuroglia como Weigert, Anglade, Alzheimer, Achucarro,
metales pesados (oro) y Rio-Hortega, entre los principales (DeFelipe y col., 1993). Sin embargo, la tincién
con azul de toluidina identifica sus nicleos; no obstante, fue necesario considerar algunos aspectos
morfoldgicos para distinguirlas de neuronas. Brevemente se describen algunas caracteristicas
morfoldgicas distintivas (Fig. 29,a-e); en general, las células neurogliales presentan escaso citoplasma
y tienen un aparato de Golgi rudimentario; los astrocitos presentan ntcleos grandes transltcidos de
forma ovalada o redonda con cromatina dispersa (ésta caracteristica no permite diferenciar los
protoplasmaticos de fibrosos); los oligodendrocitos fueron identificados por sus ntcleos redondos o
ligeramente ovalados y un nucleoplasma con cromatina densa, y las células de microglia, -las mas
pequefias, se caracterizaron por nucleos alargados fuertemente tefiidos por la presencia de granulos
de cromatina (DeFelipey col., 1993).

Para el andlisis de los crecimientos nerviosos se hicieron cortes transversales, se identifico el
nervio en regeneracion por la presencia de conjuntos de fibras nerviosas, ellas mostraron un centro

claro caracteristico, rodeado por una vaina de mielina que aparecid tefiida con diferente intensidad

(Fig. 30,fg).
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CAPITULO 9

DISENOS EXPERIMENTALES

Disefnos experimentales

9.1 Andlisis por cromatografia de gases de la liberacién “in vivo”

de neuroesteroides desde la prétesis de quitosana

Estos experimentos tuvieron el propdsito de analizar el comportamiento del biomaterial

quitosana como vehiculo de liberacién de neuroesteroides, para ello se hicieron implantes

subcutdneos (sc) de quitosana, con cada uno de los esteroides en sus paredes, para retirarse a

diferentes tiempos.

CONEJOS MACHOS
Nueva Zelanda CASTRADOS

n=9

Implantacidén sc de prétesis de
quitosana con neuroesteroides en
pierna, dorso y carrillo

Prétesis de quitosana sin implantar

con y sin neuroesteroides
n=9

Prétesis de quitosana + PROG
n=3/grupo

Prétesis d

Protesis de quitosana + PREG

e quitosana + DHA
n=3/grupo n=3/grupo

Extirpacién de las prétesis a los 15, 30 y 60 dias.

Cromatografia de gases para cuantificacion

de esteroides

Estudio histoldgico de la pared de la prétesis

Analisis estadistico
ANOVA-Tukey
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Disefnos experimentales

Se analizg la liberacidn de los neuroesteroides PROG, PREG 6 DHA, a partir de la pared de las
prétesis de quitosana implantadas via subcutdnea, a los 15, 30 y 60 dias, mediante cromatografia de

gases.

Para estos experimentos, se utilizaron conejos machos adultos Nueva Zelanda con peso entre
2.5 a 3.0 kg, fueron repartidos aleatoriamente en 3 grupos de tres animales (n=3). Grupo uno= PROG,
dos= PREG y tres=DHA. Todos los animales fueron anestesiados con xylazina im (2.5 mg/kg), y 0.5 ml
de 2% de xilocaina sc y bajo condiciones estériles se implantaron aleatoriamente tres prdtesis de
quitosana de 10 mm de longitud, en cada espacio sc sobre el lado derecho del tercio medio del muslo,
interescapulo-vertebral y el carrillo; las prétesis contenian un mismo neuroesteroide PROG, PREG 6
DHA. Un total de 9 prdtesis fueron implantadas en cada animal. A los 15, 30 y 60 dias fueron retiradas
las prodtesis siguiendo el mismo orden descrito de implantacidn, y mediante cromatografia de gases
se cuantificé la cantidad remanente de cada neuroesteroide. Durante estas determinaciones, como
control intacto se utilizaron 9 prétesis homdlogas a las retiradas, pero que no fueron implantadas, asi
se obtuvo la concentracion inicial de las prétesis de quitosana con cada uno de los neuroesteroides.

En los experimentos de la seccidn 9.1 y 9.2, se eligid aleatoriamente el lado derecho como
sitio quirdrgico, por el niumero de incisiones (6) pre y post-implantacién realizadas en cada animal;
segln las recomendaciones del Instituto Nacional de Salud (NIH) de los Estados Unidos de

Norteamérica para el manejo y utilizacion de animales de laboratorio para experimentacion.

El andlisis estadistico de éstos experimentos, se realizé mediante comparaciones de los
valores promedio, a través de la prueba de analisis de varianza aleatorizada (ANOVA) de una sola viay
se utilizé la prueba de “Tukey” para las comparaciones post-hoc de los valores individuales de medias,

a un nivel de significacién de p<0.05.

9.2 Andlisis histoldgico de la pared de las prétesis de quitosana implantadas
en el espacio subcutdneo y manifestaciones clinicas
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Disefnos experimentales

En cada periodo de implantacidn sc, en forma intencionada se exploraron en cada conejo, las
manifestaciones locales clasicas de la respuesta inflamatoria por la presencia de la prétesis
constituidas por los sintomas y signos de calor, rubor, tumor, dolor e impotencia funcional; ademas,
puede afiadirse la aparicién de pus. Por otra parte, se analizaron las caracteristicas fisicas de las
protesis retiradas, -fracturas, colapsos o disrupcién. Adicionalmente, mediante microscopia de luz se
examinaron las paredes de las prétesis que contenian PROG, PREG 6 DHA, a 15, 30 y 60 dias post-

implantacidn sc.

Para lo anterior fueron utilizados los mismos animales experimentales destinados a estudios
de cromatografia de gases (seccién 9.1), la tercera prétesis implantada en cada espacio sc del lado
derecho de cada region; tercio medio del muslo, interescapulo-vertebral y el carrillo; se destind al

estudio microscdpico. Estas fueron retiradas y analizadas en los mismos periodos, 15, 30 y 60 dias.

Como control intacto, se utilizaron 9 prétesis de quitosana con y sin neuroesteroides que no
fueron implantadas; éstas inmediatamente fueron procesadas hasta la inclusién en resinas epdxicas
para analizar la morfologia de su pared (seccién 8.6). El estudio de todas las prétesis se realizé con
cortes transversales de 1 um de espesor, que fueron tefiidos con azul de toluidina. Para el andlisis
cualitativo se registro, -la integridad de la pared y la presencia de tejido inflamatorio alrededor de la

misma.

9.3 Andlisis de la prétesis de quitosana y la influencia “in situ” de neuroesteroides
sobre la regeneracion del nervio facial en lesiones con solucién de
continuidad de 10 mm de longitud
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Disefnos experimentales

Fueron analizados los efectos de la prétesis de quitosana como vehiculo de liberacién de

PROG, PREG 6 DHA sobre la regeneracion del nervio facial en dos tiempos poslesion.

CONEJOS MACHOS
Nueva Zelanda CASTRADOS
N=40

AXOTOMIA TUBULIZACION
RAMA BUCAL SUPERIOR

DEL NERVIO FACIAL
' |
Prétesis de quitosana sin Prétesis de quitosana Prétesis de quitosana Prétesis de quitosana
neuroesteroides || con PROG | | con PREG con DHA
n=10/grupo n=10/grupo n=10/grupo n=10/grupo

Sacrificio a 15 y 45 dias poslesién
para fijacion de tejidos

Porcentaje de éxito de crecimientos nerviosos

Microscopia de luz y ultraestructura de
crecimientos nerviosos incluidos en resinas

I
Andlisis estadistico
ANOVA-Tukey
Kruskal-Wallis-U-Mann-Whitney

A 15 y 45 dias posterior a la axotomia y tubulizacién del nervio facial, se analizaron los
crecimientos nerviosos obtenidos de las lesiones con solucién de continuidad de 1omm de longitud.
Del total de animales fue determinado el porcentaje de éxito regenerativo (prétesis en las que se
produjo crecimiento nervioso) y de los nervios regenerados se obtuvieron las muestras para analisis
morfométrico.

Se utilizaron 40 conejos machos adultos Nueva Zelanda de 2.5 a 3.0 kg, gonadectomizados 30
dias antes de iniciar los experimentos, fueron divididos en cuatro grupos de 10 animales (n=10)/grupo
y subdivididos en n=5/grupo para el periodo de 15y 45 dfas. Grupo uno, VEH= recibieron prétesis SIN
NEUROESTEROIDES, grupo dos= tubulizados con prdtesis que contenian PROG, grupo tres= protesis

con PREG, grupo cuatro= prdtesis con DHA.
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Disefnos experimentales

A los 15 y 45 dias poslesion, fueron perfundidos 5 animales de cada grupo (seccidén 8.5), se
retiraron las prdtesis de quitosana con su contenido y mediante diseccién fina se liberé todo el tejido
conectivo circundante y se hicieron fotografias del contenido completo (Figs. 31 y 41). Fue

determinado el porcentaje de éxito con base en el nimero de crecimientos nerviosos, respecto al

nimero total de animales operados (axotomizados-tubulizados) (Spector y col., 1991; Dezawa, 2000).
Mediante estudios de microscopia de luz y electrdnica se analizaron los cables tisulares obtenidos de
proétesis de quitosana en las dos etapas analizadas. Cuando se observé la presencia de tejido neuro-
regenerativo,-axones no mielinizados en contacto con CS y axones en diferentes estados de
mielinizacién (Spector y col., 1991; Dezawa, 2000); se considerd que el nervio se encontraba en proceso de
regeneracion.

Para establecer la morfologia del nervio facial intacto (sin lesionar), se analizaron los nervios
de 15 animales no operados (controles intactos) y de los nervios regenerados se analizaron los
segmentos proximal y distal, de estas zonas se obtuvieron bloques de 1 mm de longitud que fueron
procesados hasta su inclusién en resinas epdxicas (seccién 8.5). Para el estudio de microscopia de luz,
se realizaron cortes de 0.5 um de espesor y para microscopia electrénica de transmisién (MET) de 60-

80 nm de espesor (rango dorado).

Analisis por microscopia de luz:

De los crecimientos nerviosos obtenidos a los 15 y 45 dias poslesién, se obtuvieron muestras a
2 mm del segmento nervioso proximal y a 2 mm del segmento distal (Campbell y col., 1992; de Dennen y col.,
1996) (Fig. 31,a); se hicieron cortes de 0.5 pm de espesor y fueron tefiidos con azul de toluidina. En los
crecimientos nerviosos resultantes del periodo de 15 dias, se establecid el drea de corte para el
estudio ultraestructural; de los obtenidos a 45 dias, se determind el nimero de fibras mielinizadas y la
proporcién “n”, resultante de la relacidn entre el drea regenerativa y el drea total del nervio, obtenida
de un corte transversal (Spector y col., 1993; den Dunnen y col., 1996) (Fig. 31,b), -indicativa de madurez
regenerativa. Para el andlisis morfométrico cuantitativo de las fibras mielinizadas, se registraron 6

areas de 2362 pm’, en un analizador de imdgenes (Leica Q500IW).

Andlisis ultraestructural:
Se obtuvieron muestras a 2 mm del segmento proximal y 2 mm del segmento distal, segin lo

reportado por Campbell y col., (1992) y de Dennen y col., (1996). El andlisis ultraestructural se hizo
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con un microscopio electrénico Zeiss EM9o06. Para el andlisis de las estirpes celulares, nimero de
nucleos de CS, nimero de fibras no mielinizados y su didmetro, en crecimientos de animales
sacrificados a los 15 y 45 dias se registraron 5 dreas de 1850 um?, a 1758X.

Adicionalmente, en los tejidos de conejos sacrificados a los 45 dias se examinaron 5 areas de
847 pm® a 2758X, en ellos se analizaron las fibras mielinizadas (Fig. 32,ac); de las cuales se registré su
ndmero, drea y diametro. El grado de mielinizacién fue evaluado mediante el cdlculo de la proporcién
“g” resultante de la relacién entre el drea del axdn y de la fibra nerviosa (axén+mielina) (Spector y col.,
1993; den Dunnen y col., 1996) (Fig. 32,a), -indicativa de madurez.

Para calcular los didmetros se utilizé la siguiente formula: d=2(a/n)"

, donde: (d=didmetro,
a=drea). La primera amplificacion (1758X), con la que fueron examinados los tejidos de animales
sacrificados en los primeros1s dias, permitié analizar una mayor area para cuantificar el nimero de
ndcleos de CS y fibras nerviosas. La segunda amplificacién (2758X), usada en el andlisis de
crecimientos nerviosos sacrificados a 45 dias, permitié cuantificar el drea de mielina y el nimero de
fibras mielinizadas. De las zonas analizadas se obtuvieron negativos en pelicula de 8.3 x 10.2 cm

(Kodak 4489), se hicieron impresiones en papel y de cada micrografia se analizaron todas las fibras

mielinizadas con un analizador de imdgenes (Leica Q500IW).

Para cada periodo, las variables fueron analizadas mediante la prueba de anlisis de varianza
aleatorizada (ANOVA) de una sola via, y se usé la prueba “Tukey” para comparaciones post-hoc de los
valores de medias entre grupos, se establecié un nivel de confianza de p<0.05 y p<0.001. El andlisis de
proporcién “n” y “g” se hizo mediante la prueba estadistica Kruskal-Wallis entre los diferentes

grupos y U-Mann-Whitney para comparaciones post-hoc con significancia de p<0.05.

9.4 Respuesta neuronal y glial en el NMNF axotomizado y tubulizado
con una pratesis de quitosana con neuroesteroides.
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Con el objeto de analizar la posible influencia de los neuroesteroides liberados desde una
protesis de quitosana sobre la poblacion neuronal y modulaciéon glial en respuesta a axotomia-
tubulizacién, en tejido nervioso de conejos sacrificados a los 15 y 45 dias poslesidn. Se estudiaron los
tallos cerebrales de los animales experimentales destinados al andlisis de crecimientos nerviosos a 15
y 45 dias poslesidon. Del tallo cerebral se localizd la totalidad del NMNF axotomizado y se obtuvieron

rebanadas coronales de 100 pm de espesor, que fueron procesadas hasta su inclusidn en resinas

(seccidn 8.7), (Fig. 15y 33).

Andlisis morfométrico:

Para establecer la organizacidon histoldgica normal, se analizaron los NMNF de 10 animales
controles intactos, para estudiar la poblacidn neuronal se realizaron cortes de 0.5 um de espesor
teflidos con azul de toluidina, se analizaron mediante microscopia de luz y se registraron las neuronas
de aspecto normal y con signos degenerativos; para el analisis morfométrico solo fueron analizadas
las neuronas que tuvieran presentes nucleo, nucleolo y soma (Fig. 23,a); de ellas, se registrd el drea

somdtica, area de Nissl y drea del nicleo (um?) en un analizador de imégenes (Leica Q500IW). Los
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resultados se expresaron como el incremento en el porcentaje de las dreas (somatica, Nissl y nuclear)
con respecto al control intacto.

Para el andlisis de células gliales (astrocitos, oligodendrocitos y microglia) por MET, se
obtuvieron cortes de 60-80 nm de espesor (rango dorado), de cada animal aleatoriamente se
obtuvieron 10 micrografias a una amplificacién de 2758x (Fig. 21) que contenian 1-3 células gliales en
promedio. Se imprimieron negativos en pelicula de 8.3 x 10.2 ¢cm (Kodak 4489), se hicieron
impresiones en papel y de cada micrografia se analizaron todas las células, ellas fueron clasificadas
por sus caracteristicas morfoldgicas (Peters y col., 1991), se registré su drea nuclear (um?) y con un

analizador de imagenes (Leica Q500IW) se realizd el analisis cuantitativo.

Se realizaron comparaciones estadisticas mediante la prueba de andlisis de varianza
aleatorizada (ANOVA) de una sola via y se utilizé la prueba “Tukey” para las comparaciones post-hoc
de los valores de medias entre grupos a p<0.05. El andlisis de incremento porcentual se hizo
mediante la prueba estadistica Kruskal-Wallis entre los diferentes grupos y U-Mann-Whitney para

comparaciones post-hoc con significancia de p<0.05.

53



Resultados

CAPITULO 10

ANALISIS HISTOLOGICO DE LAS PROTESIS DE QUITOSANA IMPLANTADAS EN
EL ESPACIO SUBCUTANEQ Y LIBERACION
DE NEUROESTEROIDES

10.1Cromatografia de gases

Un total de 27 prétesis de quitosana conteniendo en sus paredes los neuroesteroides PROG,
PREG 6 DHA, fueron implantadas via subcutdnea para el estudio de liberacién de los mismos, la
concentracion final de 3 prétesis/neuroesteroide/animal fue analizada a los 15, 30 y 60 dias mediante
cromatografia de gases. Cada uno de los neuroesteroides estudiados mostrd diferente velocidad de
liberacién, PREG 6 DHA se liberaron mds rdpidamente que la PROG (Fig. 35), sin embargo; se redujo

progresivamente la presencia de los tres compuestos respecto al tiempo.

Fig. 35 Liberacidn in vivo de neuroesteroides desde proétesis de
quitosana.
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La concentracién inicial de neuroesteroides en cada prdtesis fue de 14,720pg. Después de 15
dias de implantacién, el 75% del contenido inicial fue liberado. A los 30 dias, el 85% de los
neuroesteroides se habian liberado. Finalmente, a los 60 dias post-implantacién, un promedio de 200
pg de neuroesteroides se detectaron en las paredes de las proétesis.

Estos resultados demuestran que, la quitosana utilizada como prdtesis nerviosa es un
biopolimero apropiado para liberar compuestos, ademés; la liberacién de estos compuestos puede
modificarse al cambiar las propiedades de las paredes mediante la combinacién con aldehidos

(entrecruzamiento) y modular asi, la liberacién.

10.2 Estudios histoldgicos

La respuesta tisular frente a la quitosana fue estudiada al implantar 9 prétesis que contenian
el mismo neuroesteroide, en el tejido sc de cada conejo (n=3/grupo), la prétesis fue retirada a
diferentes tiempos; -15, 30 y 60 dias, desde las regiones receptoras del espacio sc del tercio medio del
muslo, interescapulo-vertebral y carrillo derecho, respectivamente.

Durante el tiempo que permanecieron implantadas las prétesis no produjeron infecciones, ni
fueron observadas complicaciones post-operatorias, en ninguno de los animales experimentales.
Todas las prdtesis se retiraron integras y se observaron cubiertas por una capa delgada de tejido
conectivo.

Los cortes transversales de las prétesis no implantadas (Fig. 36), revelaron una pared
compacta de 204+29 pm de espesor y bordes (interno y externo) nitidos. Sin embargo, al estar en
contacto con los fluidos intersticiales, se hincharon y mostraron una porosidad progresiva en sus
paredes (propiedad hidrofilica), espacios que fueron ocupados por algunas células de origen
inflamatorio. Durante los primeros 15 dias post-implantacion, la pared de las prétesis mostraron una
matriz esponjosa que fue cubierta por moderado tejido inflamatorio (Fig. 37, adg). La pared fue
significantivamente mas amplia (370428 pm) que en las prétesis no implantadas (p<0.001) y los
huecos median (61 + 14 pm). Después de 30 dias, la matriz reveld significantemente el maximo grosor
(491226 pm) de todos los estadios de implantacidon (p<0.001), también los huecos aumentaron
(124+15 pm); mismos que fueron infiltrados por escasas células inflamatorias (Fig. 37,beh). En este

mismo estadio, fueron identificados en el centro de las prétesis algunos vasos sanguineos (Fig. 30).
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Finalmente, a los 60 dias la matriz de las prétesis casi fue destruida (155+26pm) pero
significantemente mas amplia, en comparacién a las prétesis no implantadas (p<0.05) vy
predominaron huecos grandes y vacios (138+32pum) (Fig. 37, cfi). Sin embargo, a pesar de las
caracteristicas histolégicas de las paredes, al final de cada periodo de implantacidn, todas las protesis
cuando se examinaron en el estéreomicroscopio, fueron mds delgadas, transparentes y sin evidencia
de fracturas o colapsos.

Las imagenes microscépicas de las prdtesis de quitosana que estuvieron implantadas,

sugieren que los neuroesteroides fueron gradualmente liberados segtn la resistencia de la pared al

ataque de enzimas hidroliticas (Fig. 37).

Fig:- 38 Vasos sanquineos presentes en el interior de las prétesis de quitosana
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CAPITULO 11

ANALISIS DE CRECIMIENTOS NERVIOSOS
EN LAS PROTESIS DE QUITOSANA

11.1 Porcentaje de éxito

En los dos periodos analizados, fueron examinadas 40 prdtesis de quitosana de 13 mm de
longitud (cdmara axdnica de 10 mm), en ellas resultaron 35 crecimientos nerviosos, por lo que se

obtuvo el 87% de crecimientos nerviosos (% de éxito) (Spectory col., 1991; Dezawa y col., 2000) (Fig. 39).
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Fig- 39 a, esquema de un crecimiento nervioso dentro de la prétesis-

b, crecimiento nervioso a 60 dias poslesion obtenido de la rama bucal

del nervio facial en conejos, se aprecia la prétesis que cubre el tercio

1. . ] — ] 1. P . 1

Entre los diferentes grupos de animales tubulizados se produjo un porcentaje de éxito mayor

al 70% (Tabla VIIl), sin diferencias estadisticas entre ellos (Fisher>0.05). Sin embargo, solo el grupo de
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animales tratados con PROG alcanzé en los dos periodos un porcentaje del 100%, mientras que, el

grupo VEH revelé el porcentaje mas bajo (70%).

Tabla VIII. Crecimientos nerviosos en prdétesis de quitosana

Grupo/dias 15 45 Porcentaje de éxito
VEH 4/5 | 3/5 7/10=70%
PROG 5/5 | 5/5 10/10=100%
PREG 5/5 | 4/5 9/10=90%
DHA 5/5 | 4/5 9/10=90%

Fisher >0-05

Por otra parte, se analizé la calidad de los crecimientos nerviosos, es decir; que el cable tisular
que conecta los segmentos de proximal a distal, tuviera una direccién lineal, central y un calibre
comparable al de un nervio normal. En la Fig. 40 se presentan algunos de los crecimientos nerviosos
obtenidos a los 15 y 45 dias poslesién. En el primer periodo (Fig. 40,a), es evidente que los nervios
tratados con PROG, revelaron un crecimiento lineal y calibre similar a un nervio normal (Fig. 40,c), en
cambio; los crecimientos nerviosos de conejos VEH, PREG 6 DHA manifestaron dehiscencia de los
segmentos en el tercio medio, sin embargo; bajo microscopio estereoscdpico fue posible observar
continuidad del cable tisular.

A los 45 dias (Fig. 40,b) los crecimientos nerviosos alcanzaron el calibre de un nervio normal,
sin embargo solo los nervios tratados con PROG 6 PREG lograron un crecimiento lineal regular, a
diferencia del grupo tratado con VEH 6 DHA, quienes revelaron irregularidades en el trayecto del
cable nervioso, manifestadas por constricciones y rotacién del tercio medio (Fig. 40, a-d).

Es importante considerar que la presencia del cable tisular y su calibre solo revela una parte
del proceso regenerativo, sin relacién con la calidad del mismo, es decir; pueden observarse calibres
nerviosos semejantes a un nervio normal, sin que tengan una drea regenerativa (presencia de fibras

nerviosas).
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Fig: 32 Segmento nervioso proximal (S5F) y segmento nervioso distal (5D) de
crecimientos nerviosos de la rama bucal del nervio facial en lesiones con solucion
de continuidad de 710 mm de longitud, tubulizado con prétesis de quitosana con
neuroesteroides: ®, 15 dias, el cable tisular tratado con FROG (4) se distingue
por su calibre lineal y uniforme, en cambio; los cables tisulares de los grupos VEAH
(a), FPREG (c), DHA (d)  muestran dehiscencia en su tercio medio, aunque
preservan la continuidad del cable tisular- ®, Se muestran los cables tisulares
obtenidos con los diferentes neuroesteroides a los 45 dias poslesion- Los grupos
tratados con VEH 6 DHA presentaron constricciones y leve torcedura en sus

cables tisulares ©, Se muestra un seqmento de la rama bucal del nervio facial en

un conejo intacto (Feckha), en comparacion con el crecimiento nervioso tratado
con PROG a 15 dias poslesion (™), el cual tiene apariencia similar al nervio control

intacto-
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Los resultados obtenidos en este apartado, demuestran el estimulo favorable que ejercié el
neuroesteroide PROG sobre la regeneracion, manifestado por el mayor nimero de crecimientos

nerviosos en los dos periodos estudiados y un calibre semejante al nervio control intacto.

11.2 Andlisis ultraestructural del nervio en regeneracion a los 15 dias.

11.2.1 Células de origen mesodérmico

Mediante analisis ultraestructural de los segmentos nerviosos proximal y distal obtenidos a 15
dias, fue evidente la presencia de elementos celulares correspondientes a los primeros cuatro
estadios de regeneracion; la respuesta postraumdtica en ambos segmentos nerviosos estuvo
manifestada por la presencia de detritus de organelos citoplasmaticos y restos membranales (reticulo
endoplasmico) (Fig. 41, ab).

En ambos segmentos nerviosos de los grupos VEH y experimentales, se identificaron células
de origen mesodérmico, -fibroblastos, macréfagos, neutrdfilos, eosindfilos y células plasmaticas,
todas ellas caracteristicas del segundo estadio correspondiente a migracion celular y prolongaciones
celulares (Figs. 41-43), no hubo diferencias significativas entre los dos segmentos nerviosos, respecto
al numero de células (p>0.05), a excepcion del mayor nimero de macréfagos cuantificados en los
nervios tratados con PROG (p<0.05) (Fig. 46,a).

Los fibroblastos y sus prolongaciones formaban parte de un andamiaje trabecular, dispuesto
longitudinalmente entre ambos segmentos, al parecer; directamente implicado en la orientacién de
las fibras nerviosas en crecimiento, migracién y organizaciéon de las CS (Fig. 42), la actividad
fibrobldstica mostré dos patrones, -periférico y central, el primero estaba constituido por laminas
concéntricas de sus prolongaciones citoplasmaticas y depdsitos de colagena, -origen del epineurio
primitivo (Fig. 44), en el segundo; las prolongaciones citoplasmdticas de fibroblastos rodeaban los
grupos de fibras nerviosas junto con las CS, para formar los fasciculos (Figs. 44, 47).

Los macréfagos y células inflamatorias, fueron las siguientes estirpes celulares mas
frecuentes, ambas se identificaron dispersas en la matriz de los segmentos proximal y distal (Figs. 41-
43, 46), ellas estdn vinculadas con los procesos de fagocitosis y digestién de los detritus fagocitados,
eventos que son apoyados por las imadgenes de éste estudio que evidencian fagocitosis activa,

pinocitosis y vacuolizacidn intracitoplasmatica (Figs. 42, 43).
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Las células endoteliales vasculares se identificaron formando canales, rodeadas por las
prolongaciones citoplasmaticas de los fibroblastos y separadas del tejido conectivo por una
membrana basal (Fig. 45), la presencia de estos elementos caracterizaron el tercer estadio de
diferenciacién de elementos vasculares. La neo-vascularizacidn fue notoria en la periferia y centro de

todos los crecimientos nerviosos.

Fig. 46 Estirpes celulares de origen mesodérmico en crecimientos nerviosos.
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En todos los nervios de los distintos grupos estudiados, se distinguieron células plasmaticas,
(Fig. 43) ellas son responsables del origen de las inmunoglobulinas, solo fueron identificadas durante
el primer estadio de regeneracion (15 dias). Estas fueron mas numerosas en el grupo de nervios
tratados con PROG (Fig. 46), sin embargo; su presencia es motivo de otro estudio experimental, que
comprende el anadlisis de la respuesta inmune en asociacidn con neuroesteroides y quitosana, ya que
éstas células no han sido descritas en otros estudios experimentales semejantes.

La presencia de elementos celulares mesodérmicos en los dos segmentos nerviosos -proximal
y distal, ha sido previamente descrita en el estadio inicial del proceso regenerativo que comprende las
primeras 2 semanas poslesion. Por otra parte, en el andlisis de células mesodérmicas a los 45 dias
poslesién, se observé una notable disminucién (Fig. 46), ya no se observaron eosindfilos y células

plasmaticas, resultado favorable en el proceso neuro-regenerativo.
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11.2.2 Células de origen ectodérmico
11.2.2.1 Morfologia general

En el andlisis ultraestructural de los segmentos nerviosos proximal y distal, de nervios VEH y
experimentales, ademas de células de origen mesodérmico, se observaron CS solas y envolviendo
numerosas fibras no mielinizadas (Figs. 42, 47). Se identificaron fasciculos en formacidn, localizados
predominantemente en la region central del nervio, asociados con fibroblastos y sus proyecciones. En
el interior de cada fasciculo se distinguieron grupos de fibras no mielinizadas envueltos en forma
incompleta o parcial por CS, todos estos hallazgos son eventos caracteristicos del cuarto estadio,-
crecimiento axonal (Fig. 48-51).

La organizacidén estructural varid entre los diferentes tejidos analizados, en las muestras de
conejos VEH, se distinguieron agrupamientos de fibras no mielinizadas irregularmente distribuidos,
envueltos parcialmente por una CS, los agrupamientos se observaron aislados conteniendo un
numero reducido de fibras nerviosas y fibroblastos, predominando el material amorfo (Fig. 48).

En cambio, las muestras de animales tratados con PROG revelaron numerosos fasciculos de
mayor tamafio; unidos y delimitados por las prolongaciones citoplasmaticas de fibroblastos
perineurales, en su interior contenian familias de CS, resultantes de divisién celular que envainaban
numerosas fibras no mielinizadas (Fig. 49); en algunos fasciculos se observé que las prolongaciones
citoplasmaticas de las CS dividian grupos de fibras nerviosas. En otros crecimientos nerviosos de
animales tratados con PROG, se distinguieron fibras no mielinizadas segregadas, otros pre-
mielinizados y mielinizados (Fig. 53).

Por lo contrario, los tejidos de animales tratados con PREG é DHA mostraron fasciculos
dispersos de diferentes tamafios con menor cantidad de fibras no mielinizadas envueltas por familias
de CS cuyo citoplasma también dividia grupos de fibras nerviosas, sin embargo; fue evidente la
presencia de una cantidad moderada de tejido amorfo entre los fasciculos primitivos (Fig. 50,51).

Desde los 15 dias poslesion, los hallazgos demostraron que estaba activo el proceso de
regeneracion nerviosa, ya que en ambos segmentos nerviosos se observaron fibras nerviosas y CS, sin
embargo; fue notable la mejor organizacion nerviosa del segmento proximal (Fig. 48-51), al
observarse un mayor nimero de fasciculos, fibras nerviosas y CS -indicativos de una regeneracién
incipiente (Spector y col., 1991; 1993). A pesar que fueron observadas las fibras nerviosas en todas los

crecimientos nerviosos, destacaron los efectos benéficos de la PROG.
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11.2.2.3 Andlisis del nimero de fibras no mielinizadas y
células de Schwann

Ndcleos de células de Schwann

La Fig. 54, muestra el numero de nucleos de CS, presentes en los segmentos nerviosos
proximal y distal de conejos sacrificados a los 15 y a los 45 dias poslesién, en un area de 1850 um’. En
el primer estadio se identificé un mayor ndmero de células en el segmento distal de todos los nervios
examinados. A los 15 dias el grupo PROG reveld el mayor nimero de CS por drea analizada, en el
segmento proximal estuvieron presentes 4.9 + 0.4 células y 6.6 + 0.9 en el distal (media + error
estdndar), mientras que; de los controles-VEH resulté un promedio de 1.8 + 0.2 células, y de 3.6 + 0.5
en los segmentos proximal y distal, respectivamente. A los 45 dias se redujo la poblacién de SC, éstas
se encontraron homogéneamente repartidas en ambos segmentos. Los crecimientos nerviosos de
animales tratados con PROG difirieron de los controles VEH (Fig. 54) en éstos los valores fueron mas

cercanos a lanormalidad, 2 £ 0.5 CS por area analizada.

Fig. 54 Numero de nucleos de células de Schwann.
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En los primeros 15 dias poslesidn, los crecimientos nerviosos de animales tratados con
neuroesteroides se distinguieron por el mayor nimero de fibras no mielinizadas en un drea de 1850
pm?, especialmente con PROG se obtuvo el mayor promedio (Fig. 55), en el segmento proximal fue
de 138 14y 78 + 9 en el distal, (media + error estdndar) mientras que; en ausencia de neuroesteroides
se registraron 23 * 3 y 14 * 3 fibras no mielinizadas en los segmentos proximal y distal,

respectivamente.

Fig. 55 Numero de fibras no mielinizadas del nervio en regeneracion.
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En cambio, en el periodo de 45 dias fue evidente la reduccién del ndmero de fibras no
mielinizadas hasta un 45%, en los animales VEH y tratados con neuroesteroides. Sin embargo, en los
nervios tratados con PROG 6 DHA persistié el mayor promedio de nimero de fibras no mielinizadas, -
con PROG resultaron 63+ 6 en el segmento proximal y 44 * 4 en el distal (media + error estdndar); en
cambio, en los tejidos de animales VEH resulté un promedio de 10.7+ 1.3 fibras en el segmento
proximal y 6.4 * 1.7 en el distal (Fig. 55). Del nervio control intacto se registré un promedio de 7+ 1.3
fibras no mielinizadas por area cuantificada. La Tabla I, muestra los valores del didametro de axones

no mielinizados, a los 15 y 45 dias poslesidn, en los segmentos nerviosos proximal y distal.
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Tabla Il. Efectos de una prétesis de quitosana con neuroesteroides sobre
el didmetro de fibras en crecimientos nerviosos.

FIBRAS NO MIELINIZADAS
15 dias 45 dias
Proximal Distal Proximal Distal
INTACTO 0.89+0.02 ym
VEH 0.74+0.08 0.53+0.11 1.56+0.06 1.22+0.03
PROG 1.19+0.02% 1.03+0.03%** 2.38+0.14* 1.65+0.04*

ANOVA “Tukey” ** (p<0-05), * (p<0-001) indican

1. . . ~ - ] N . ’
i lel/=Vev1 [ VAV ER VR VP (R AV E VLV AT el VeV

De todos los tejidos analizados, en ambos periodos estudiados, los mayores didmetros de
axones no mielinizados correspondieron al segmento proximal, a los 45 dias alcanzaron un
incremento del 90 y 100%. De los tres neuroesteroides utilizados, la PROG produjo los axones de
mayor didmetro, 1.19 + 0.02 um a los 15 dias y 2.38 + 0.14 um a los 45 dias (media + error estdndar).
Ambos valores correspondieron al segmento proximal y rebasaron el limite superior de confianza (IC
95%: 0.95-0.84). Por lo contrario, los didmetros de los axones no mielinizados de nervios controles
VEH, rebasaron los limites de normalidad hasta los 45 dias. El valor promedio, correspondiente al
didmetro de axones no mielinizados de nervios controles intactos fue de 0.89 + 0.02 um.

En resumen; a través del andlisis del estadio temprano y tardio con respecto al nimero de
nucleos de CS, fibras no mielinizadas y didmetro axdnico, los animales VEH mostraron los promedios
mas bajos, -elementos indicativos de un retraso en la regeneraciéon nerviosa. Sin embargo, es

importante sefialar que la presencia de fibras no mielinizadas en el crecimiento nervioso, no es
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indicativa de anormalidad, debido a que; aproximadamente el 8% de las fibras no mielinizadas

funcionan como fibras sensitivas y auténomas en un nervio intacto.

11.3 Andlisis morfométrico microscépico del nervio en
regeneracion, a los 45 dias

11.3.1 Morfologia general

Los cortes estudiados de animales VEH y experimentales, mostraron un patrén de neuro-
regeneracion tipico, del centro a la periferia se distinguieron los diversos componentes nerviosos,-
fibras mielinizadas y no mielinizadas de diferentes tamafios, formas y didmetros, delimitados por
fasciculos pequefios y grandes, rodeados por elementos perineurales (fibroblastos). Cada fasciculo
contenia entre 3y 40 fibras nerviosas (Fig. 57-58), asi como una gran cantidad de vasos sanguineos,
sobre todo en la zona periférica del crecimiento nervioso.

En este estadio, los nervios provenientes de animales tratados con PROG, revelaron el mayor
grado de madurez, se distinguieron los principales elementos nerviosos bien diferenciados por sus
limites, los fasciculos fueron de mayor tamano. Las fibras se observaron de mayor didmetro y con
incremento en el espesor de la vaina de mielina, pero sin alcanzar el diametro y espesor de mielina de
una fibra nerviosa normal, ademads; se observé escaso tejido conectivo entre las fibras.

Los cortes de nervios tratados con PREG 6 DHA, también mostraron una regeneracion
organizada, menos desarrollada que la observada en los crecimientos nerviosos de los animales
tratados con PROG pero con una mayor drea regenerativa, que los nervios de animales VEH (Fig. 56)
éstos se distinguieron por mostrar una escasa area regenerativa, abundante tejido conectivo entre
las escasas fibras nerviosas y gran nimero de minifasciculos, que contenian de 1 - 3 fibras,

parcialmente mielinizadas.

11.3.2 Proporcién “n”

En cortes transversales de los nervios de animales VEH y experimentales, de los segmentos

proximal y distal, se analizd la relacion entre el 3drea regenerativa y el area total del nervio,
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=(proporcién “n”) - medida indicativa de madurez regenerativa (den Dunnen y col., 1996) (Fig. 60,61). La
cuantificacion de las dreas (um?) se realiz6 automdticamente, utilizando un analizador de iméagenes.
Los valores promedio obtenidos del grupo de animales intactos y de los grupos de conejos
VEH y experimentales se muestran en la Fig. 59. Los valores promedio de la proporcién “n” de
nervios controles intactos se obtuvo midiendo 15 nervios y resulté un rango de 0.45 a 0.86 y media de

0.64 * 0.02 (media + error estdndar), los limites de confianza al 95% fueron (IC 95%: 0.68-0.60).

Fig. 59 Efectos de neuroesteroides en la proporcién “n” del
nervio en regeneracion.
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De todos los grupos estudiados, los segmentos nerviosos proximal y distal de los conejos
tratados con neuroesteroides mostraron la mayor proporcién “n” con respecto al grupo VEH (Fig.
61), sin embargo; ninguno de ellos alcanzé los valores promedio del control intacto (0.64), ni los
limites de confianza (IC 95%). Ademas; en los nervios analizados los mayores valores provenian del

segmento proximal (Fig. 59).
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Los nervios tratados con PROG, mostraron la mayor proporcién “n”, tuvieron un rango de
0.66-0.44 y una media en el segmento proximal de 0.55 * 0.03 (media * error estdndar) y en el distal
de 0.50 * 0.05. En cambio; el grupo VEH revel6 un rango entre 0.21-0.10 y los valores promedio fueron

de 0.16 £ 0.03y 0.14 + 0.02, en los segmentos proximal y distal respectivamente (Fig. 59).

11.3.3 Andlisis cuantitativo de fibras mielinizadas

En cortes de 1 mm, de tejidos incluidos en resinas y tefidos con azul de toluidina, fueron
cuantificadas las fibras mielinizadas presentes en el segmento proximal y distal de los nervios
controles VEH y los experimentales, se analiz un drea total de 14,172 ym* (6 x 2,362 um?®). El valor
promedio de fibras mielinizadas en la rama bucal superior del nervio facial de controles intactos fue
de 47+ 2.5 (media + error estdndar) por drea cuantificada, los rangos variaron de 36 a 100, y se
establecieron los limites de confianza IC 95%: 52-42 (Fig. 62).

Del andlisis de los segmentos nerviosos proximal y distal, resulta evidente que los mejores
resultados esperados correspondieron a los nervios tratados con neuroesteroides, ellos
sobrepasaron los valores promedio y los IC 95% de nervios controles intactos, utilizados como
referencia. Los mejores efectos se observaron con los nervios tratados con PROG. Por otra parte; de
todos los grupos analizados, el segmento proximal se distinguid por la presencia del mayor nimero

de fibras mielinizadas, con respecto al segmento distal.

Fig. 62 Fibras mielinizadas de crecimientos nerviosos, regeneradas
en protesis de quitosana con neuroesteroides.
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VEH o PROGe PREG = DHA a

El tratamiento con PROG produjo un incremento del 83% de fibras mielinizadas, en
comparacion al nervio control intacto, en el segmento proximal los valores promedio
correspondieron a 92+ 4.1 fibras y en el distal, de 84 * 3.9 por drea cuantificada (media * error
estdndar). Para los nervios tratados con PREG resulté un incremento de 43% y de 59% en los tratados
con DHA, mientras que; los valores promedio mas reducidos correspondieron a los grupos de conejos
controles VEH, ellos tuvieron un 25% menos de fibras mielinizadas que el nervio control intacto, el
segmento proximal contenia 39 * 4.3 y el distal 33 £ 3 respectivamente.

Los resultados indican efectos favorables de la PROG sobre la regeneracién nerviosa, por su
influencia se observé el mejor grado de organizacién estructural, -mayor nimero de fibras

mielinizadas y mayor drea regenerativa (proporcién “n”).

11.4 Andlisis morfométrico ultraestructural de los crecimientos
nerviosos a los 45 dias

11.4.1 Morfologia general

A los 45 dias, los segmentos nerviosos proximal y distal de los animales tratados con PROG
mostraron un arreglo estructural parecido al de un nervio normal (Fig. 63), sin embargo; los nervios

VEH, PREG y DHA no alcanzaron la organizacién del nervio intacto (Fig. 64-67). No obstante, los
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hallazgos mds destacados para ésta etapa fueron, -la organizacion fascicular de los tejidos, el mayor
ndmero de fibras mielinizadas distribuidas homogéneamente, provenientes del segmento proximal y
la disminucidén en el nimero de fibras no mielinizadas y ntcleos de CS.

Al comparar la organizacion estructural de los crecimientos nerviosos de conejos controles
VEH y tratados con neuroesteroides, se observaron notables diferencias:

Los nervios VEH revelaron un retraso en la regeneracion, evidenciado por la presencia de
minifasciculos, que en su mayor parte estaban ocupados por agrupamientos de fibras no
mielinizadas, CS y un ndmero reducido de pequefias fibras mielinizadas, con una delgada vaina de
mielina. Se observd material amorfo entre las fibras nerviosas, pero fue particularmente abundante
alrededor de los fasciculos (Fig. 64).

En cambio; los crecimientos nerviosos de conejos tratados con PROG, se caracterizaron por
contener el mayor nimero de fibras mielinizadas distribuidas homogéneamente, con didmetros y
vaina de mielina semejantes, escasas fibras no mielinizadas, CS y material amorfo, -elementos
indicativos de madurez regenerativa (Fig. 65). Mientras que, los nervios tratados con PREG 6 DHA
mostraron fibras mielinizadas de diferentes tamafos, la mayoria fueron pequefas, ademas se
identificé un mayor ndmero de fibras no mielinizadas, CS y moderado material amorfo (Fig. 66, 67).

La diferente morfologia observada entre los distintos crecimientos nerviosos, de animales
VEH y tratados con neuroesteroides, indica los efectos favorables de la PROG sobre la regeneracién
de nervios periféricos, fue evidente el mayor nimero de fibras nerviosas y el espesor de la vaina de

mielina, semejante a la del nervio intacto.

11.4.2 Andlisis ultraestructural de fibras mielinizadas
Se siguié la metodologia descrita en la seccidn 9.3 de materiales y métodos, fueron
analizados los segmentos nerviosos proximal y distal de cada grupo de animales VEH vy
experimentales, de cada muestra se determind, el promedio de fibras mielinizadas por area

cuantificada, su diametro (um), drea (um®)y proporcién “g”.

a. Promedio de fibras mielinizadas
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El valor promedio de fibras mielinizadas, en la rama bucal superior del nervio facial de conejos
controles intactos, fue de 21+ 1.4 (media * error estdndar) por area cuantificada, los rangos fueron de
15 a 32 fibras, y los limites de confianza establecidos —IC 95% comprendieron de 24-18. La Fig. 68
muestra el promedio de fibras mielinizadas, de todos los grupos analizados. El segmento nervioso

proximal mostrd un escaso incremento del nimero de fibras mielinizadas, con respecto al distal.

Fig. 68 Analisis cuantitativo de fibras mielinizadas en
crecimientos nerviosos a 45 dias poslesion.
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El grupo de animales tratados con PROG, revelo el i'nayof prbmedio de tibras mielinizadas,
estuvieron dentro de los limites de confianza, tuvieron un rango entre 18 y 29 fibras, en el segmento
proximal se registraron 23.3 * 0.4 fibras y en el segmento distal 17.7 + 0.5 (media + error estdndar). En
cambio, los nervios VEH presentaron un rango entre 4 y 12 fibras mielinizadas, la media fue de 9.6
2.3 fibras en el segmento proximal y de 8.7+ 1.2 en el distal. El nervio control intacto revelé un

promedio de 21.2 * 1.4 fibras mielinizadas, por drea analizada.

b. Diametro de las fibras mielinizadas
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Los mayores valores correspondieron a los tejidos de animales implantados con prdtesis que
contenian PROG, seguidos de las que tenian DHA y los menores valores se encontraron en los
crecimientos de animales VEH (Tabla IIl). En animales intactos, los valores promedio en el didmetro
de fibras mielinizadas fueron de 5.89 * 0.10 ym (media + error estdndar), los rangos entre 2.69 a 14.2,y

los limites de confianza establecidos fueron -1C 95%: 6.04-5.68.

Tabla Ill. Didmetro de fibras mielinizadas

Didmetro (um)
Grupo Proximal Distal
INTACTO 5.89+0.10
VEH 3.49+0.19 3.38+0.14
PROG 4.75+0.08% 4.51£0.09*
PREG 4.08+0.1 3.92+0.14
DHA 4.33+0.08% 4.55+0.08%*

ANOVA  “Tukey” p<0-05- *Indica las

diferencia significativas respecto a VEH-

Ninguno de los didmetros de las fibras mielinizadas en los crecimientos nerviosos estudiados,
(VEH 6 neuroesteroides) alcanzaron los limites de confianza (IC 95%: 6.04-5.68), sin embargo; los
mayores didmetros resultaron por la influencia de PROG, éstas fibras presentaron rangos entre 1.7 a
12.4, en cambio; los didmetros de las fibras mielinizadas de animales VEH, tuvieron los valores

promedio mas bajos y rangos entre 1.0 a 8.6.

c. Area de la fibra mielinizada
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La Fig. 69, muestra el drea de las fibras mielinizadas en los segmentos nerviosos proximal y
distal, obtenidos de la rama bucal superior del nervio facial de conejos VEH y experimentales, que

fueron axotomizados y tubulizados con prdtesis de quitosana y neuroesteroides.

Fig. 69 Area de la fibra mielinizada (um?).
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Todos los nervios reparados con prdtesis que contenian neuroesteroides, particularmente
PROG, revelaron valores superiores con respecto a los de nervios VEH, sin embargo; en ningin caso
se alcanzaron los limites de confianza (IC 95% 30.6-26.6). En ambos segmentos analizados, la mayor
area de la fibra mielinizada se encontrd en los crecimientos nerviosos del grupo de conejos tratados
con PROG (19.4 * 12.4 pm®). A pesar de no haber logrado alcanzar los niveles del nervio control
intacto, se consideran estos valores indicativos de éxito regenerativo, estimando que en esta etapa el

proceso regenerativo todavia se encuentra activo.
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d. Proporcién “g”

En este estudio, también fue calculada la proporcién “g” (drea del axdn/area de la fibra
nerviosa), -medida indicativa de madurez, refleja el grado de mielinizacidn, con respecto al axén. A
menor proporcidon “g”, mayor superficie ocupada por mielina. En general; entre los distintos tejidos
analizados se registré un rango de valores entre 0.45 a 0.70, equivalentes al 55% y 30% de superficie

ocupada por mielina (Tabla IV).

Tabla IV. Mielinizacion en el nervio facial
alos 45 dias

Proporcién “g”

Proximal Distal
INTACTO 0.32+0.001
VEH 0.59%0.02 0.70%0.02

PROG 0.45+0.01% 0.48%0.01%

PREG 0.56+0.01 0.60+0.01

DHA 0.52+0.01 0.59+0.02

Kruskal-Wallis “U-Mann-Whitney “
p<0-007- *Indica las diferencias

significativas con respecto a VEH- Los

A pesar que, en ningun caso se alcanzaron los limites de confianza (IC 95%:0.34-0.30), las
principales diferencias para el segmento proximal y distal se manifestaron en el grupo PROG, con una
proporcién “g” de 0.45 para el segmento proximal y 0.48 para el distal, en tanto, el grupo VEH
presentd proporciones de 0.56 y 0.70, respectivamente. En todos los grupos la mielinizacion fue
mayor en el segmento proximal. La proporcion “g” en los nervios controles intactos fue de 0.32,

correspondiente a un 68% de superficie ocupada por mielina.
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CAPITULO 12

ESTUDIOS DEL NUCLEO MOTOR DEL NERVIO
FACIAL LESIONADO POR AXOTOMIA

12.1 Andlisis morfométrico mediante microscopia de luz de la poblacién neuronal

Fueron analizados 40 tallos cerebrales que incluian la totalidad del NMNF en conejos machos
castrados, sometidos a axotomia-tubulizacién de la rama bucal superior del nervio facial, las etapas
examinadas fueron 15 y 45 dias, en un grupo VEH (quitosana sin neuroesteroides) y tres
experimentales (quitosana con PROG, PREG 6 DHA). En forma paralela se analizaron 12 tallos
cerebrales de conejos machos no lesionados y no castrados (controles intactos).

Todos los NMNF (Fig. 33), se incluyeron en resinas y fueron tefiidos con azul de toluidina, de
ellos, se obtuvieron cortes coronales de 0.5 pm de espesor y de cada muestra se examind el nimero
de neuronas, la integridad estructural neuronal y se distinguié claramente el nucleo, nucleolo y los

limites del citoplasma (Fig. 34 y 70).

Morfologia general

Con el propésito de conocer los cambios morfoldgicos tipicos en el cuerpo celular neuronal
posterior a la axotomia (inflamacién celular, migracién del ntcleo hacia una posicién excéntrica y la
aparente desaparicion del material basofilico -“sustancia Nissl”- del citoplasma), y los efectos
modulatorios de los neuroesteroides, se registraron cuantitativamente los cambios en el drea
nuclear, drea de Nissl y drea somdtica (Fig. 34).

A los 15 dias poslesion, todos los grupos estudiados VEH y experimentales, revelaron cambios
morfoldgicos significantes, -el nicleo esférico adquirié una forma alargada y excéntrica, ademas,
fueron observados cambios en el nucleoplasma, -heterogéneo por la presencia de numerosos
granulos de cromatina (Fig. 71, a-d). En cambio, a los 45 dias poslesidn, el nuicleo se transformd
nuevamente hacia la forma esférica (Fig. 72, a-d) y el nucleoplasma reveld una apariencia homogénea,
-se redujeron los granulos de heterocromatina y permanecieron como grumos a lo largo de la cisterna
perinuclear; los cambios en el nucleo y nucleoplasma, reflejan la actividad metabdlica, sin embargo,

mediante microscopia de luz, no fue posible observar otros signos caracteristicos del incremento en
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el metabolismo del aparato nucleolar (hipertrofia nucleolar, pérdida del nucleolonema, vacuolizacién o
crecimiento de las dreas vacuolares y cambios en el nuimero de centros fibrilares) (Jonesy col., 1996).

Por otra parte, desde el periodo temprano fue evidente el aumento de volumen del soma
neuronal. Los cambios morfoldgicos representativos se observan en las Figs. 71 y 72. En general;
durante el periodo temprano el soma neuronal aparecié alargado, edematizado y cambid hacia la
redondez en el periodo de 45 dias, durante esta etapa persistié edematizado en todos los grupos de
neuronas de tejidos controles VEH y experimentales; -el aumento del volumen del soma neuronal,
resulta de la dilucion del contenido celular y estd asociado con el estadio temprano de la respuesta a
la axotomia, mientras que; el incremento de estructuras nucleares y organelos se observa durante
los estadios tardios de la axotomia, ellos actiian como reservorio de los materiales sintetizados para
regenerar al axén.

La “Sustancia de Nissl”, revelé diferentes grados de dispersién en el citoplasma de las
neuronas de animales VEH y experimentales, en algunos de ellos, la dispersién fue mas evidente sin
causar diferencias significativas entre los grupos (Fig. 71y 72). A los 15 dias, en todas las muestras VEH
y experimentales, se distinguid un citoplasma translicido, la sustancia de Nissl parecia fragmentada y
marginada en la periferia del cuerpo celular (cromatolisis), patrén dificil para su identificacion y
cuantificacién; sin embargo, a los 45 dias, fue facilmente distinguible, ésta se identifica mas compacta
y organizada alrededor del ntcleo (Fig. 72,a-d). Las modificaciones morfoldgicas que presenta la
substancia de Nissl, reflejan los cambios en el metabolismo del RNA y son la base histolégica que
describe el fenémeno de cromatolisis (Jones, 1996,1997,1999).

Los resultados del andlisis cualitativo del ndcleo, soma y sustancia de Nissl, solo reflejan la
respuesta tisular frente a la axotomia, es decir; los cambios morfolégicos estan relacionados con la
reparacion del dafio y representan una alteracién del estado funcional, especialmente los que
conducen a la regeneracion del axén. Sin embargo, no fueron indentificadas diferencias morfoldgicas
significantes por la administracién de los neuroesteroides, con respecto a los animales VEH.

Los cortes trasversales del NMNF de los conejos axotomizados-tubulizados, contenian
unilateralmente en promedio 90 neuronas/conejo; sin embargo, no hubo diferencias significantes en
el nimero de neuronas entre los animales VEH, experimentales y el control intacto, respectivamente.
Para registrar cuantitativamente las alteraciones morfoldgicas de la poblacidn neuronal en respuesta
a la axotomia, se examinaron en promedio 60 neuronas de cada grupo (VEH, PROG, PREG, 6 DHA) y

periodo (15 y 45 dias); las dreas subcelulares fueron: -nicleo, soma y sustancia de Nissl.
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En las dos etapas evaluadas, se evidencié un incremento significante de la extensidon en todas
las dreas sefaladas (p<0.001) al comparar los valores obtenidos de los animales VEH y experimentales
con los tejidos controles intactos (Fig. 73-74). En la etapa temprana no hubo diferencias significativas
entre el grupo VEH y los conejos tratados con neuroesteroides (p>0.05); sin embargo, a los 45 dias
poslesién, en las muestras de animales tratados con PREG se observd disminucidn en la extensidn de
las estructuras estudiadas, resultando diferencias significativas con respecto a los valores de tejidos

control-VEH (p<o.05) (Fig. 74).

Fig. 73 Incremento porcentual del drea nuclear, de Nissly
soma neuronal a 15 dias poslesidn.
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Para su analisis cuantitativo en respuesta a la axotomia, los resultados se expresaron en
porcentaje con respecto al obtenido de las areas somatica, de Nissl y nuclear en relacién a las dreas
de animales control intacto (um?). Asi, los valores promedio en cortes de conejos control-intacto del
drea nuclear fueron de 154+45 um’ (desviacién estdndar), sustancia de Nissl 328+98 um’y soma
neuronal 740 + 199 pm”.

De esta manera, como resultado de la axotomia-tubulizacidn, en el drea nuclear se produjo un
incremento promedio del 35% en los grupos de animales VEH, PROG 6 DHA y por efecto de la PREG
resulté el minimo valor porcentual -10%. En la Sustancia de Nissl, los grupos VEH y experimentales
mostraron un incremento porcentual del 60% al 77%, de éstos, el grupo tratado con PROG, reveld el
mads alto porcentaje. Del soma neuronal los mayores valores porcentuales obtenidos de los animales
estudiados fueron del grupo de conejos tratados con PROG (63%) y los valores mds bajos resultaron
de los conejos tratados con PREG; sin embargo, ninguno de ellos mostrd diferencias significativas

(p>0.05).

b. 45 dias poslesion

Durante esta etapa, todos los animales tratados con neuroesteroides mostraron reduccion de
los valores porcentuales en las dreas nuclear, Nissl y somatica; mientras que, el grupo de conejos
control-VEH demostré el efecto opuesto, -incrementaron los valores porcentuales de las dreas Nissl y
soma y fueron mayores de las obtenidas a los 15 dias poslesion. En esta etapa, el grupo tratado con
PREG, manifestd los valores mas reducidos en comparacién con todos los demds grupos de animales

VEH y experimentales (PROG 6 DHA).

Fig. 74 Incremento porcentual del drea nuclear, de Nissl y
soma neuronal a 45 dias poslesidn.
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Por otra parte, la tabla V muestra la razén soma/nticleo en relacién al incremento de ambas
estructuras por efecto de la axotomia-tubulizacién de la rama bucal del nervio facial a los 15 y 45 dias.
Durante las dos etapas estudiadas, los valores fueron mayores en los grupos tratados con PROG y
PREG mostrando diferencias significativas con respecto al grupo de conejos VEH. La diferencia de
volumen soma/ntcleo, puede reflejar el aumento en la sintesis de proteinas condicionada por los
neuroesteroides, para modular la regeneracion nerviosa.

Los cambios morfolégicos de la poblaciéon neuronal en el NMNF lesionado por axotomia-
tubulizacién, reflejan los resultados obtenidos en el andlisis cuantitativo de las estructuras
neuronales, se identificaron varios aspectos: 1. incremento del tamafio nuclear, sustancia de Nissl y
soma, en las dos etapas analizadas 15 y 45 dias poslesidn; 2. alteracién de la forma nuclear, sustancia
de Nissl y soma en ambas etapas analizadas; 3. no se presentaron cambios morfoldgicos o
cuantitativos significantes por efecto de los neuroesteroides, a excepcién de PREG en la Ultima etapa
analizada y en el andlisis de la relacién soma/ntcleo. 4. En todos los grupos analizados se observaron

cambios morfoldgicos tipicos en respuesta a lesion.

Tabla V. Razdn soma/ntcleo de neuronas
axotomizadas tubulizadas del NMINF.
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Grupo/dias 15 45
INTACTO 4.8:1
VEH 5.8:1 5.9:1
PROG 6.3:11 % 5.5:1 %
PREG 6.4:1% 5.3:1%
DHA 5.8:1 5.8:1

12.1 Andlisis morfométrico mediante microscopia electrénica de
transmision en células gliales

Se procesaron 40 tallos cerebrales que incluian el NMNF de conejos machos castrados que se
sometieron a axotomia tubulizacidn de la rama bucal superior del nervio facial, las etapas examinadas
fueron 15y 45 dias, los grupos estudiados fueron: un grupo VEH (quitosana sin neuroesteroides) y tres
experimentales (quitosana con PROG, PREG 6 DHA). En forma paralela se analizaron 12 tallos
cerebrales de conejos machos no lesionados y no castrados (controles intactos).

De los NMNF incluidos en resinas, se obtuvieron cortes coronales de 60-80 nm de espesor, y
de cada muestra se identificaron las células gliales: -astrocitos, oligodendrocitos y microglia; de ellas,

se registré el drea nuclear (um?) (Fig. 75, ab).

Morfologia glial y andlisis cuantitativo
La morfologia general del NMNF consistié de neuronas, axones, dendritas, sinapsis, y células
gliales (Figs. 75-81). Las células gliales fueron similares a las descritas previamente en otras regiones
del SNC (Peters y col., 1994). Las neuronas contenian un nucleo grande con un nucleolo electro-denso
(Fig.76). Las células gliales de animales controles intacto y de los estudiados (VEH y experimentales)
en las dos etapas analizadas 15 y 45 dias poslesién, fueron localizadas en diferentes sitios, -
perineurales, perivasculares e interfasciculares (Figs. 77-81). Los nucleos se distinguieron con

facilidad, no asi los limites del citoplasma; durante la primera etapa, en todos los grupos estudiados,
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los ntcleos de astrocitos, oligodendrocitos y microglia, aumentaron de tamafio en comparacion al

control intacto y fueron aun mayores a los 45 dias poslesidn.

Astrocitos

En los tejidos de animales VEH y experimentales se distinguieron astrocitos fibrosos y
protoplasmaticos, identificados por la forma de su ntcleo (alargada, en frijol y esférica) y por las
caracteristicas de los granulos de cromatina en el nucleoplasma,-homogénea en los fibrosos y
heterogénea en los protoplasmaticos (Figs. 78,79). En promedio se analizaron 30 nucleos de
astrocitos, por grupo y periodo. Durante las dos etapas, todos los grupos tratados VEH y con
neuroesteroides mostraron incremento de los valores promedio del drea nuclear, con respecto al
control intacto (p<0.001); sin embargo, no hubo diferencias significativas en relacién al grupo VEH
(p<0.05), es decir; no se manifestaron efectos modulatorios por la accién de los neuroesteroides (Fig.

82).

Fig. 82 Efectos de la axotomia-tubulizacién del nervio facial,
sobre el drea nuclear de astrocitos.
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de 32 + 6 pm’ (media * desviacién estdndar). Durante la primera etapa, los astrocitos VEH y
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experimentales revelaron un incremento nuclear vs control intacto, entre 18% y 50%, el primero
correspondid al grupo de conejos tratados con DHA y el segundo a PROG, respectivamente. A los 45
dias el incremento nuclear fue mayor, el mayor porcentaje correspondié al grupo de animales

tratados con DHA (78%) y el menor a los animales VEH (62%).

Oligodendrocitos

En los tejidos de animales VEH y experimentales se identificaron los nucleos de
oligodendrocitos, caracteristicos por su cromatina contenida en grumos, de densidad moderada, en
comparacién al aspecto electro-licido que presentan los astrocitos (Figs. 77-81), se observaron
diversas formas nucleares, -esférico y oval, con localizacién perivascular, interfascicular y
perineuronal. De cada grupo y etapa, se analizaron 21 nucleos de oligodendrocitos y de la misma
manera que ocurrid con los astrocitos; durante las dos etapas, todos los grupos estudiados
mostraron incremento de los valores promedio del drea nuclear, con respecto al control intacto
(p<0.001); sin embargo, no hubo diferencias significativas entre el grupo VEH y los tratados con los
neuroesteroides (p<0.05) (Fig. 83).

El valor promedio del drea nuclear en el control intacto fue de 19.9 + 4.7 um® (media +
desviacién estdndar). A los 15 dias poslesidn, los incrementos nucleares vs control intacto y los grupos
estudiados fueron entre 20% y 50%, el mayor correspondié a los grupos tratados con PREG y el menor
a conejos VEH, respectivamente; y a los 45 dias fue mayor el incremento nuclear, el menor porcentaje

se registro en el grupo tratado con PREG (50%) y el mayor (80%) para animales tratados con DHA (Fig.

83).

Fig. 83 Area nuclear de oligodendrocitos- efectos por axotomia
tubulizacién del nervio facial.
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Microglia
Fueron identificadas y caracterizadas en los tejidos de animales VEH y experimentales por su
ntcleo, -mas electro-denso que los oligodendrocitos, la presencia de una cantidad mayor de grumos
de cromatina en el nucleoplasma. Se observaron nicleos alargados, esféricos y ovales en sitios
perineuronales, perivascualares e interfasciculares, sin identificar caracteristicas morfoldgicas

distintivas entre los grupos analizados (Figs. 78-81).

En promedio se analizaron 15 nticleos por grupo y periodo. Durante la primera etapa (15 dias),
todos los grupos VEH y tratados con neuroesteroides mostraron un incremento hasta de un 100% de
los valores promedio del drea nuclear con respecto al control intacto (p<0.001); sin embargo, a los 45
dias, el drea nuclear se redujo en los grupos tratados con neuroesteroides, mientras que, los grupos
VEH sufrieron un efecto opuesto, es decir, se incrementd hasta un 97% el area nuclear con respecto al
control intacto. A pesar del aumento progresivo en el drea nuclear en los diferentes grupos
estudiados, no hubo diferencias significativas entre los grupos VEH y tratados con neuroesteroides

(p<0.05), en ninguna de las dos etapas analizadas (Fig. 84).

Fig. 84 Efectos de la axotomia tubulizacion en el NMINF sobre el drea
nuclear en célulgade microglia.
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DISCUSION

Las leyes de la neurogénesis son el estudio de muchos investigadores que trabajaron en el
dominio del desarrollo normal , -Kupffer, His, Kéllinker, Cajal, von Lenhossék, Retzius, Harrison, Hed,
etc. — y de algunos otros que estudiaron la degeneracién patoldgica y regeneraciéon ~Waller, Ranvier,
Vanlair, Miinzer, Strobe, Bethe, Perroncito, Cajal, Marinesco, Nageotte, Tello, O. Rossi, Dustin etc. (De
Felipe y col, 1991). El trabajo actual se origind por los conocimientos obtenidos de la Teoria del
neurotropismo (VEUPOU, nerve y TPOTTH, atraccion) concepto introducido por Forsmann en 1900,
teoria rectificada por Cajal en 1905 (Ramon y Cajal 1928; DeFelipe y col., 1991) y apoyada por los neurdlogos
anteriormente descritos; ellos demostraron que la regeneracién de fibras nerviosas en el SN depende
de la disponibilidad de factores de iniciacién, de conos de crecimiento de axones dafiados y de un
microambiente que favorezca su elongacién y guie su crecimiento hacia las dianas originales (DeFelipe
y col., 1991; Gudifio-Cabrera y col., 2000).

Este conocimiento se aplicé para inducir la regeneracién nerviosa mediante el modelo de
tubulizacién, -consistié en formar una cdmara axdnica con el biomaterial quitosana conteniendo en
sus paredes neuroesteroides (PROG, PREG é DHA), para facilitar el crecimiento axonal mediante su
liberacién “in situ”. Por otra parte, el nervio facial de conejos fue seleccionado por las siguientes
razones: (a) las ramas bucales superior e inferior han sido de las mds estudiadas, por la localizacién
anatémica y su importante participacion en la expresividad facial (Spector y col., 1991;1993), (b) es un
nervio craneal y tiene menor capacidad regenerativa en comparacion con los nervios periféricos (Yuy
col., 1986; Jones y col., 1993,1997,1999) ¥ (¢) la necesidad de comparar los resultados con los obtenidos en el
nervio cidtico de la rata, ratones y hdmsters lesionados por aplastamiento o congelamiento; en ellos,
se ha descrito gran tolerancia inmunoldgica (Koenig y col., 1995,2000; Jones y col. 1997,1999).

Las propiedades especiales del biomaterial quitosana (baja toxicidad, catidnica,
biodegradable, antimicrobiana), mostraron su utilidad en la reparacién del nervio facial de conejos
sometidos a axotomia y tubulizados mediante una prétesis de quitosana de 13 mm de longitud. Se
demostrd desde los primeros 15 dias, en los extremos proximal y distal de los crecimientos nerviosos
la presencia de fibras no mielinizadas asociadas en la gran mayoria con CS; y a los 45 dias, las fibras
nerviosas de ambos segmentos adquirieron distintos espesores en la vaina de mielina semejantes a
los de un nervio intacto, particularmente en los tejidos de conejos tratados con neuroesteroides. Sin

embargo, independientemente de los efectos neurotréficos de los neuroesteroides analizados en
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este estudio, el biomaterial quitosana produjo mejores resultados que cuando se han usado

materiales sintéticos (Spectory col., 1991ab, 1992, 1993; den Dunnen y col., 1993; 1996; Suzuki, 1999,2000).

CROMATOGRAFIA DE GASES-LIBERACION DE NEUROESTEROIDE

Ademas de actuar como una camara guia para el crecimiento axdnico, la prétesis permitié la
liberacién prolongada del neuroesteroide contenido en su pared, cualidades importantes en la
seleccidon de biomateriales, para que sean capaces de liberar compuestos, o contener células vivas
durante los estadios criticos del crecimiento nervioso (Hadlock y col., 1999; 2000), a fin de estimular
directamente al nervio lesionado (Yu 1989; Spector y col., 1991; 1993; Koening y col., 1995; 2000), sin efectos
sistémicos (Kanje y col., 1988; Sjéberg y col., 1989; Mitsui y col., 1999).

Es importante que pueda regularse la tasa de liberacidn del contenido del biomaterial para
lograr sus efectos en el periodo deseado; es decir, la vida bioldgica de una matriz es importante
desde el punto de vista de la determinacién de la duracién del compuesto quimico, esto puede
resolverse al utilizarse diferentes clases de polimeros como matriz (Jamelay col., 1995; 1998).

Esta propiedad fue demostrada en el presente estudio por imagenes microscdpicas obtenidas
de las paredes de la prdtesis de quitosana a los 15 y 45 dias, mostraron, aumento de volumen y
porosidad progresiva de sus paredes por el contacto con fluidos intersticiales; permitieron el
crecimiento nervioso antes de su biodegradacidn y los diferentes patrones de organizacion nerviosa a
causa de los efectos tréficos de los neuroesteroides reflejan su liberacién desde sus paredes.

Se ha demostrado que la difusién de farmacos desde una matriz de quitosana puede
controlarse a través de una matriz entrecruzada con aldehidos, en particular glutaraldehido (Jamela y
col., 1995,1998). Sin embargo, en el presente trabajo, la dosis depositada de neuroesteroides fue
suficiente para lograr la regeneracion del nervio facial axotomizado. Por otra parte, la interaccién
creciente entre la prétesis y componentes celulares, aunada a la degradacion enzimatica, permite
suponer que la quitosana terminara por desintegrarse completamente en los tejidos receptores,
siendo capaz de liberar su contenido total durante un intervalo mayor de tiempo.

En el pasado los compuestos utilizados con éxito como vehiculos de liberacién controlada de
esteroides fueron fabricados de copolimeros glicdlico-lactido, el mecanismo de liberacidn se atribuyé

al efecto combinado de difusidn y bio-erosién de la matriz. Mas tarde, estudios in vitro e in vivo con
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microesferas, conteniendo la hormona progesterona entrecruzada con glutaraldehido, demostraron
que el mecanismo de liberacidn desde la matriz de quitosana es uniforme y predominantemente por
difusién, en comparacién con la matriz proteica y la compuesta de los polimeros glicélico-lactido (Felt,
1998; Jamela y col., 1998). Es posible que esto mismo haya sucedido en el presente trabajo, con el
biomaterial quitosana utilizado en la regeneracién del nervio facial, aunque por las imdgenes
microscdpicas observadas en su paredes durante los diferentes tiempos de implantacién podria
sugerirse que ademas de la difusién, los neuroesteroides fueron liberados como resultado de la
biodegradacidn de la matriz, eventos que han sucedido en estudios in vivo utilizando microesferas de
quitosana, entrecruzadas con glutaraldehido para reducir la biodegradacién en un tiempo
determinado (Kas, 1997; Jamelay col., 1995, 1998).

Aunque en el presente estudio, el sistema de liberacién no estuvo completamente optimizado
para liberar la concentracién ideal de cada neuroesteroide sobre un tiempo determinado, ambos
resultados obtenidos de los estudios de implantacion subcutdnea y del nervio regenerado,
consideran la posibilidad de implementar éste sistema de liberacidn controlada en la reparacién de
nervios periféricos.

Es importante sefialar que, en las distintas aplicaciones biomédicas, se requieren materiales
biodegradables que posean diferentes propiedades fisicoquimicas y cinética de biodegradacion
(Tomihata y col., 1996; Felt, 1998; Hadlock, 2000). En algunos casos, se requieren de materiales duros, con
elevada fuerza mecdnica y minima tasa de degradacién; en otras aplicaciones (quirtrgicas) son
necesarios materiales blandos que sufran degradacién con rapidez. Los polimeros sintéticos
biodegradables (poliglicdlicos, polilactatos) tienen elevada fuerza mecanica; sin embargo, es reducida
en los polimeros naturales como, la colagena, aunque ésta presenta otras ventajas como, la adhesién
celular. En particular, Ia quitosana biopolimero natural, se ha destacado por su elevada potencialidad
de poseer propiedades mecanicas (Tomihata y col., 1996; Kas, 1997; Felt, 1998) y por los resultados obtenidos
en el presente estudio, ha demostrado su utilidad como prétesis nerviosa en la reparacién de nervios

seccionados.

ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Un resultado favorable de las prétesis de quitosana utilizadas en el presente estudio, fue la

moderada reaccién inflamatoria, obtenida en los diferentes estadios de implantacién sc, como en el
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nervio facial. Por otra parte, las prétesis de quitosana no presentaron encapsulacion fibrosa y
manifestaciones de rechazo. La aceptable respuesta de la quitosana frente al tejido tisular, conducen
a su posible utilidad en la reparacidn de nervios periféricos y en otras areas que requieren la
necesidad de cubrir defectos tisulares (hueso, cartilago, arterias venas); ademas, de ser Utiles como
vehiculo de liberacidn de sustancias en el sitio de lesidn, -su utilidad esta limitada a la creatividad de la
ingenieria biomédica.

Normalmente, el huésped reacciona contra el érgano o prétesis implantado de forma
especifica e inespecifica. La reaccidn inespecifica es la inflamacién y se localiza preferentemente en el
sitio de implantacidn (Mateos-Rodriguez y col., 1998). La reaccidn inflamatoria puede ser paroxistica o leve,
dependiendo de las propiedades fisico-quimicas del polimero. Cuando la reaccién inflamatoria es
moderada, se producen efectos benéficos al reabsorberse tempranamente (Peluso y col., 1994; Regueiro,
1997), pero, cuando la respuesta inflamatoria es severa, ésta produce excesivos agentes hidrolizantes
y oxidantes, producidos por macréfagos, monocitos y otros; éstos desencadenan eventos que
finalmente destruyen el tejido que las rodea (Bloom, 1996; Anderson, 1988). Los mismos eventos
inflamatorios pueden observarse con la implantacion de polimeros naturales que,
caracteristicamente activan leucocitos (Remes y col., 1992; Segura-Egea, 1998). La reaccién inflamatoria
constante condiciona que el polimero se biodegrade con mayor rapidez (Peluso y col., 1994; Mateo-
Rodriguez, 1998).

Por otra parte, se demostré que la quitina y sus derivados al implantarse sc, producen
moderada reaccidén inflamatoria; ésta reaccidn tisular es minima cuando la desacetilacién de la quitina
es completa (quitosana); lo que implica que, la desacetilacién modifica la resistencia mecénica de la
quitina y reduce la reaccidn tisular inflamatoria (Tomihata y col., 1997; Felt, 1998). Se conoce que la rdpida
biodegradacién del polimero, ejerce una reaccién inflamatoria aguda a causa de la abundante
producciéon de compuestos de bajo peso molecular acumulados a corto plazo en el sitio de
implantacion y demostrado por la presencia de granulocitos alrededor del implante, probablemente
fagocitando los productos de degradacidon. Si la biodegradacion es lenta, la respuesta tisular es
moderada, similar a la que sucede cuando se utilizan biomateriales no biodegradables, los cuales no
secretan compuestos reconocibles por células fagociticas y finalmente encapsulan el implante con
material fibroso. Se ha sefialado que los grupos catiénicos sobre las superficies de los materiales
atraen fuertemente la adhesién celular provocando una reaccién inflamatoria severa cuando son

implantados; sin embargo, a pesar que la estructura quimica de la quitosana, posee aminas primarias
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catidnicas en cada unidad, el potencial zeta que posee, condiciona que la quitosana sea bionerte y no
desencadene ningun estimulo al tejido que la rodea (Tomihatay col., 1997; Hadlock, 2000).

Una de las desventajas de los polimeros no biodegradables, -como polietileno, silicona y
politetrafluoetileno es la fuerte reaccién inflamatoria que provocan, a causa de las caracteristicas de
superficie y el contacto a largo plazo en los tejidos; en cambio, los materiales biodegradables,
producen el efecto opuesto, -minima respuesta inflamatoria por el tiempo que permanecen en el sitio

de implantacion, a causa de su degradacion.

REGENERACION DEL NERVIO FACIAL AXOTOMIZADO-TUBULIZADO

Uno de los resultados mas sobresalientes en la regeneracidon nerviosa, con el uso de
biomateriales, ha sido la reparacién exitosa de lesiones con solucién de continuidad mayor de 1 cm,
en especies animales mayores que los roedores. Este efecto, no se consiguié cuando fueron
utilizados materiales sintéticos como la silicona (Suzuki y col., 1999, 2000). En éstas circunstancias, se
logrd un porcentaje de éxito entre el 60-80%, al reparar el nervio cidtico de la rata y facial del conejo
con silicona en lesiones con solucién de continuidad de 10 mm de longitud y la adicién de sustancias
introducidas en el interior de las cdmaras (solucién salina, citocromo, NFG, plasma etc.,) (Williams ycol.,
1987; Chen y col., 1989; Spector y col., 1991, 1992ab, 1993).

Uno de los mecanismos que explican el éxito obtenido con materiales biodegradables y de la
quitosana utilizada en el presente estudio, es la excelente permeabilidad de sus paredes; con ello, se
facilita la difusién de nutrientes y otras sefiales quimicas desde los tejidos circundantes, favoreciendo

el crecimiento nervioso y la integracion gradual de la protesis (den Dunnen y col., 1996; Hadlock, 2000;
Lundbrog, 2000).

El primer criterio evaluado en el presente estudio fue el porcentadje de éxito de crecimientos

nerviosos en protesis de quitosana de 13 mm de longitud conteniendo una cdmara axdnica de 10 mm
de longitud. De todos los grupos estudiados, los mejores resultados se lograron con el grupo de
conejos tratados con PROG, se obtuvo de cada periodo el 100% de los crecimientos nerviosos. El
éxito, difiere principalmente del grupo VEH, lo que indica la posible contribucién de la PROG desde los
primeros dias de la axotomia. Es posible que, desde los primeros dias posterior a la axotomia, la
PROG exdgena haya actuado a través del neurotropismo (DeFelipe y col., 1991; Spector y col., 1993), COMO

sustancia tréfica iniciadora u orientadora de fibras nerviosas.
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Por otra parte, los fracasos obtenidos o la ausencia de los crecimientos nerviosos en los
grupos estudiados, pueden deberse a la presencia del neurotropismo negativo descrito por Lugaro,
Nageotte y Marinesco (1905), que explica la paralisis, desvio y atrofia de fibras nerviosas por la
presencia de obstdculos mecanicos como, -sangre, pus, toxinas bacterianas o sustancias inhibitorias
del crecimiento axdnico (DeFelipe y col., 1991).

El proceso regenerativo de las fibras nerviosas periféricas y del SNC interrumpido por
traumatismo o toxicidad, representa un patrén de eventos reproducibles, donde interviene la
integracion y cooperacion de varios componentes humorales y celulares para reconstruir las fibras
axotomizadas (Fields y cols., 1989; Spector y col., 1991; den Dunnen, 1996). De todos los nervios axotomizados y
tubulizados con prétesis de quitosana y neuroesteroides, en el 87.5% se demostrd la presencia de los

5 estadios regenerativos que suceden después de la axotomia-tubulizacidn de nervios periféricos, -

respuesta postraumdtica, migracion celular y prolongaciones celulares, diferenciacién de elementos

vasculares, neuronales y gliales, crecimiento axonal y mielinizacion; el resto de los cables tisulares
contenian células de origen mesodérmico (fibroblastos, macréfagos y células endoteliales), que
consideramos como cicatriz y causa de fracaso regenerativo. El desarrollo excesivo de tejido
conectivo fibroso, es un impedimento para lograr la regeneracion, la fibrosis impide el
desplazamiento del cono de crecimiento y sus rebrotes axdnicos y finalmente las fibras nerviosas se
desvian y atrofian (DeFelipe y col., 1991; Spector y col., 1991, 1992ab, 1993; Campbell, 1992; Dezawa, 2000).

Al analizar las estirpes celulares en los crecimientos nerviosos durante los dos periodos

estudiados, se distinguid la presencia de células (eosindfilos, neutrdfilos y células plasmaticas), que
no han sido identificadas en estudios similares. Sin embargo, su presencia durante los primeros 15
dias y ausencia a los 45 dias poslesion, refleja la respuesta inflamatoria, que normalmente acontece
en los tejidos posterior al implante. De las células analizadas entre los grupos estudiados, los
macréfagos mostraron un incremento significativo en los conejos tratados con PROG, que difirié del
grupo VEH. Este efecto, puede sumarse al éxito obtenido en el proceso regenerativo de nervios
tratados con PROG, ya que se conoce, que los macréfagos activados secretan numerosos factores de
crecimiento como el NGF, FGF, y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PGF) (den Dunneny
col., 1996; Dezawa, 2000); ellos, tienen influencia en el crecimiento de las fibras nerviosas y en el proceso
de remielinizacion.

Por otra parte, distintas investigaciones demostraron, que la quitosana y los macréfagos

poseen receptores para manosa y glucoproteinas N-acetil-glucosamina (NAGA); asi, la quitosana
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estimula los macréfagos al actuar en las uniones NAGA y pudiera ser uno de los mecanismos para
modular la activacién de macrdfagos (Schlesinger y cols., 1980; Peluso, 1994; Dezawa, 2000).

Otras estirpes celulares identificadas en los crecimientos nerviosos, fueron los fibroblastos. La
morfologia de sus prolongaciones citoplasmaticas, parece suponer, que forman un andamiaje
trabecular, el cual es dispuesto longitudinalmente entre los segmentos nervios proximal y distal. Este
evento es fundamental en el proceso de regeneracidn nervioso. De acuerdo a la Teoria de vias pre-
establecidas de His y Ranvier, establece la existencia del origen mesodérmico en la regeneracion
nerviosa, indispensable para que las fibras nerviosas sigan el sistema de células conductoras (vias
establecidas) sin error de desviacion (DeFelipe y col., 1991; Campbel, 1992; Weinstein, 1999).

Por otra parte, en todos los crecimientos nerviosos se identificaron vasos sanguineos
funcionales y en formacién (gemacion), éstos ultimos, se caracterizaron por pequefios brotes
ramificados con luz y en algunos se distinguieron signos de circulacién. La mayoria de los vasos
contenian una membrana basal a su alrededor, lo que establece la presencia de pericitos (Alonso y col.,
1997). La vasculogénesis, es elemental durante el proceso regenerativo, por las demandas metabdlicas
y dependencia del oxigeno como consecuencia de la inadecuada vascularizacion del tejido que inicia a
regenerarse (Campbell, 1992; Zhao y col., 1992). Es posible que uno de los factores de fracaso en los cables
tisulares donde no se observaron fibras nerviosas, se haya debido a la ausencia de redes vasculares.

Hasta aqui, se ha mostrado que el inicio de la regeneracion entre dos segmentos nerviosos,
empieza con el establecimiento de una matriz de fibroblastos conteniendo una variedad de células
inflamatorias; mas tarde, la matriz es invadida por capilares, CS y axones regenerados vy
gradualmente, desaparecen las células iniciadoras (mesodérmicas) (Spector y col., 1992; Zhao y col., 1992;
Kirsch, 1998).

El objetivo de aplicar neuroesteroides en el proceso regenerativo, fue para facilitar la
reparacién del nervio facial del conejo, a través de sus acciones neurotrdficas: proliferacién de SC,
producciéon de factores neurotréficos, incremento del ndmero de fibras nerviosas, crecimiento
axodnico y remielinizacidn (Baulieu y col., 1997, 2000; Svenningsen y col., 1999; Zorumski, 2000). En el presente
estudio, se apoyan los efectos neurotréficos de los neuroesteroides en el nervio facial regenerado del
conejo axotomizado y tubulizado a los 15 y 45 dias, en particular con el neuroesteroide PROG. Con el

se obtuvo el mayor ndmero de fibras no mielinizadas en contacto o envainadas con células de

Schwann, fibras mielinizadas, mayores didmetros y proporcién “n” y “g”, en comparacion con los

crecimientos nerviosos de animales ausentes del tratamiento con neuroesteroides (VEH).
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A los 15 dias posteriores a la axotomia, se mostré que las fibras nerviosas regeneradas
alcanzaron el segmento nervioso distal, efecto demostrado al observar fibras nerviosas en ambos
segmentos nerviosos, aunque mas numerosas en el proximal, lo que hace suponer que las fibras
nerviosas finalmente alcanzaran el drgano diana. Evento explicado por el estimulo quimico del
neurotropismo (De Felipe y col., 1991), donde las fibras nerviosas regeneradas son atraidas por los
factores neurotrdficos producidos y liberados del segmento distal por el complejo CS-axdn (zhaoyy col.,
1992; Weinstein, 1999; Dezawa, 2000). Por otra parte, es posible que la calidad de regeneracién obtenida en
los crecimientos nerviosos tratados con neuroesteroides, se explique por el aumento de CS
observadas en el segmento nervioso distal, con ello, se desencadenaria la cascada de eventos que
sucede con el complejo CS/axén (produccién de factores neurotréficos, sefialamiento neuronal
retrégrado y mielinizacidn) (Dezawa, 2000). Adicionalmente, se demostrd la presencia de fibras
regeneradas mielinizadas y premielinizadas provenientes del segmento proximal en los nervios
tratados con PROG. Es posible que uno de los mecanismos por el cual, se observd el efecto de
mielinizacién en el grupo PROG, se haya debido a receptores especificos de PROG (PR)-localizados en
SC (Desarnaud, 1998; Koenig, 2000).

En este mismo periodo de 15 dias, se obtuvo la mejor organizacién fascicular en los
crecimientos tratados con neuroesteroides, en particular con PROG, en ellos se distinguieron
numerosas CS y fibras no mielinizadas. Para la etapa analizada, reflejan un nervio cualitativamente
maduro y puede decirse que, la prétesis de quitosana con neuroesteroides produjo una regeneracion
mas rapida comparada con los nervios VEH. Ademas, nuestros resultados son congruentes de los
obtenidos en estudios previos, donde la morfologia de los nervios regenerados, fue similar al final de
la 3era semana de provocar lesién con solucién de continuidad de 10 mm en el nervio facial del conejo
tubulizado con silicona y el cidtico de la rata con los polimeros sintéticos acido-poli-lactico y poli-
glicdlico (Spectory col., 1991; den Dunnen y col., 1996; 2000; Hadlock, 2000).

Generalmente, durante los primeros 45 dias de axotomia, todos los crecimientos nerviosos
mostraron una organizacién morfoldégica diferente a la observada en la etapa temprana. Los tejidos
de animales tratados con neuroesteroides, reflejaron mayor organizacion nerviosa en comparacién
con los animales VEH; en particular, los tejidos tratados con PROG. Este grupo, sobresalié
significativamente al obtener los mayores valores promedio en los parametros sefialados, cuando fue
comparado con VEH, PREG y DHA. Ademds, uno de sus resultados mds sobresaliente cuando se

compard con el control intacto, fue el incremento del 83% de fibras mielinizadas por drea analizada.
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Sin embargo, en ninguno de los grupos estudiados, se alcanzaron los valores del control intacto con
respecto a la proporcién “n”, “g”, didmetro y drea de la fibra mielinizada.

En general, el nervio regenerado no logra los valores electrofisioldgicos y morfolégicos de un
nervio normal (Gilchrist y col., 1998; Lawson y col., 1998; Hadlock, 2000). Sin embargo, los crecimientos
nerviosos tratados con PROG, mostraron una apariencia regenerativa organizada y madura, aunque
difirieron cuantitativamente de los nervios controles intactos. No obstante, de que en el periodo
analizado (45 dias) el proceso regenerativo no se ha completado. Estos resultados, muestran una vez
mas, el efecto neurotréfico de los neuroesteroides en la regeneracidn nerviosa; mientras que, los
tejidos de animales VEH, quienes no recibieron neuroesteroides, revelaron en sus crecimientos
nervioso, una organizacion estructural indicativa de inmadurez nerviosa.

Los crecimientos nerviosos analizados a los 45 dias posterior a la axotomia con la utilizacidon
de prdtesis de quitosana y neuroesteroides, muestran un patrén regenerativo semejante al reportado
de otros autores. La utilizacidn de proétesis biodegradables de los polimeros sintéticos: poli-lactatos y
poli-glicélidos con déposito entre sus paredes de CS y sustancias neurotrdficas (neurotropina)
(Hadlock, 1998, 1999), produjeron hasta la décima semana, elevada proporcién “n” y fibras mielinizadas
en el nervio cidtico de ratas (Hadlock y col., 1998,1999,2000). Los polimeros poli-lactatos €-caprolactona
utilizados como guias nerviosas en el nervio cidtico de rata, mostraron en la tercera semana fibras
mielinizadas y a los 2 afios, el nervio regenerado fue semejante a un nervio normal (den Dunnen y col.,
1993;1996;2000). Con protesis de polimeros inorganicos, se obtuvieron registros electrofisiolégicos
excelentes en reparaciones termino-terminal del nervio facial de ovejas (Gilchrist y col., 1998); y las
prétesis de quitosana mostraron fibras mielinizadas y elevada proporcién “g” y “n” a los 45 dias de
haberse producido lesiédn con pérdida de solucién de continuidad de 10 mm en el nervio facial de
conejos.

Estos resultados, demuestran la diferencia de regeneracion nerviosa, con el uso de materiales
sintéticos y biodegradables; éstos ultimos poseen mayor permeabilidad (Spector y col., 1992; Aebischer y
col., 1988; den Dunnen y col., 1996; 2000), lo que permiten la difusién de nutrientes como, glucosa, oxigeno
etc., factores promotores de crecimiento provenientes de tejidos adyacentes (factores cicatrizantes)
y se eliminan productos de desecho (den Dunneny col., 1993 1996, 2000). Estos mecanismos se propusieron
como causa de fracaso o de éxito en la regeneracion de nervios tubulizados con materiales sintéticos

(Spectory col., 1991, 1992 1993; den Dunnen y col., 1996).
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Otras diferencias en la velocidad de crecimiento y calidad del proceso regenerativo de nervios
tubulizados son el tipo del biomaterial, métodos de implantacién (CS), sustancias neurotrdéficas; 6 los
posibles mecanismos de difusién de nutrientes y factores de crecimiento (Aebischer y col., 1988; den
Dunnen y col., 1996; 2000; Hadlock y col., 1999; 2000). Sin embargo, nuestros resultados fueron muy similares a
los encontrados con el uso de biomateriales.

Por otra parte, para facilitar la regeneracién nerviosa, en el interior de cdmaras axdénicas se
han adicionado diversas sustancias con funciones neurotrdficas (citocromo, NGF, IGF-I, PROG) y los
nervios regenerados raramente fueron comparables al nervio normal (Spector y col., 1992ab). Sin
embargo, desde la década de los afios 80, diferentes estudios demostraron los efectos benéficos de
neuroesteroides en el tejido nervioso lesionado, sus mecanismos de accion se realizan mediante dos
tipos de receptores: 1) Receptores citoplasmdticos o de accién gendmica, -ligan las moléculas
esteroideas a receptores nucleares, actuando a nivel nuclear sobre los factores de transcripcién y
transduccién de acidos nucleicos para modular la sintesis proteica, se caracterizan por producir sus
efectos celulares a largo plazo; 2) Receptores de membrana o de accién no genémica, presentan accién
especifica sobre la membrana, dada la ubicacidon de estos receptores sus efectos celulares estan
relacionados a la modificacién de la conduccidn idnica celular y a diferencia de los anteriores, sus
efectos son a corto plazo y rapidos (Lépez-Mato y col., 1999; Baulieu, 2000; Zorumski, 2000).

Sin embargo, solo en cultivos de células gliales (oligodendrocitos y astrocitos) de ratas se
identificaron receptores para progesterona (RP), glucocorticoides (RG), estrégenos (RE) vy
andrégenos (RA) (Jung-Testas y col., 1994, 1996; Engel, 2001) Y se desconocen receptores especificos para
DHA y sus mecanismos de accién sobre otros receptores (Lépez-Mato y col., 1999; Friess, 2000). En CS, solo
se demostraron RP mediante inmunofluorescencia indirecta, inmunocitoquimicay RCP-TR (Jung-Testas
y col., 1996; Koenig y cols., 1995, 2000).

Para explicar los mecanismos de accién de los neuroesteroides (PREG 6 PROG), en la
regeneracion de nervios periféricos, Koening y col., utilizaron el nervio cidtico del ratén lesionado por
congelacion, inhibieron la sintesis de PROG con trilostan, (inhibidor de la conversién PREG a PROG) y
bloquearon los PR con RU-486 (competitivo antagonista de sus receptores), de esta manera,
demostraron la sintesis de novo de PROG y su mecanismo de accién en la reparaciéon de mielina
(Koening y col., 1995; 2000). En el presente estudio, el grupo de conejos que logré la mejor organizacion
estructural en los dos periodos analizados fueron los tratados con PROG. Estudios previos

describieron los posibles mecanismos de accién:
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1) La PROG al sintetizarse por CS a partir de PREG, puede actuar por via retrégrada y activar la
expresién de moléculas de sefialamiento neuronal requeridas para la proliferacién de CS, factores
neurotrdéficos (NGF, NT-3, CBTF, BDNF, FGF1, FGF2, IGF1, IGF2) y la resultante mielinizacion (Koenig ycol., 1995,
2000; Kristjan y col., 1999; Weinstein, 1999; Baulieu, 2000); 2) alternativamente la PROG puede actuar de
manera autocrina y modular directamente la sintesis de mielina (Baulieu y col., 1997, 2000); 3) al
demostrarse la presencia de RP en (S, se consideré que la PROG promueve la mielinizacién al activar
los genes especificos de proteinas de mielina (PO y PMP22) elementales en la sintesis de mielina (Suter
y Snipes 1995; Garbay y col., 2000); 4) la estimulacién del crecimiento axdénico puede modularse por el
metabolito de PROG, 50 —THP a través de receptores GABA 5 (Koenig y col., 2000; Zorumski, 2000).

Hasta el momento, no hay evidencias que demuestren receptores en CS para PREG o algun
mecanismo de accién sobre la reparacién de nervios periféricos; se conoce que su concentracién se
eleva de 5 a 10 veces de los valores plasmaticos (~10 ng/g) a partir de los 15 dias de haberse producido
congelacién del nervio ciatico del ratén, momento donde las CS estan activadas mielinizando fibras
nerviosas regeneradas; ademas, se ha demostrado que la aplicacién de PREG y PROG aumentan el
nimero de lamelas de mielina (> de 20) y presenta el efecto opuesto al inhibirlas (koening y col., 1995,
2000; Baulieu y col., 1996, 2000). ;Como explicar su mecanismo de accién en ausencia de receptores
especificos para PREG y los resultados que se obtuvieron en crecimientos nerviosos tratados con
PREG? es posible que hayan actuado a través de los metabolitos 50 -DHP y 3 a,50 —-THP, después de
la conversién de PREG-PROG por la enzima 38 —HSD presente en CS (Koening y col., 1995, 2000; Robel y col.,
1995; Baulieu y col., 1997,2000; Engel, 2001).

Por otra parte, en el SNG, la sintesis de novo de DHA presenta funciones relevantes en el
tejido nervioso lesionado (neuromoduladoras, neurotréficas y cambios en memoria y aprendizaje).
(Friess, 2000). Sin embargo, en nervios periféricos, no esta descrita la existencia de receptores DHA ¢
efectos neuro-reparativos, no obstante de detectarse niveles elevados en condiciones normales, en
el nervio cidtico del humano (Morfin y col., 1992). EI mecanismo de sus actividades y efectos sobre la
reparacion de los crecimientos nerviosos puede ser diverso, incluyen acciones directas, al actuar a
nivel nuclear sobre los factores de transcripcidn y transduccién de acidos nucleicos, a través de
efectos indirectos modulados por sus metabolitos por receptores ionotrépicos o GABA, & por
metabolitos productos de la conversion de PREG a DHA (zwain y col., 1999; Baulieu, 2000; Zorumski, 2000;

Engel, 2001). Sin embargo, hasta el momento no ha sido determinado el mecanismo preciso que
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compromete la reparacién de nervios periféricos; es probable que sus efectos se deban a la
testosterona derivada de la trasformacién enzimatica.

Finalmente, la diversidad de resultados generados en el estudio de la regeneracion nerviosa,
con distintas especies animales (ratas, ratones, hdmsters, conejos, gatos, perros, ovejas y primates),
tipos de lesién (aplastamiento, seccién, congelacién) y metodologia morfométrica; hacen dificil
comparar los resultados. Sin embargo, los modelos de lesién quimica o por aplastamiento, tienen
mejor prondstico y proceso regenerativo porque conservan la continuidad del tubo endoneural y la
[dmina basal de las CS (Baulieu y col., 1997; Koenig; 2000); en cambio, no sucede lo mismo, cuando se
secciona la totalidad del nervio y se crea un defecto nervioso, aqui, la continuidad nerviosa se

establece mediante el injerto, técnica reparativa sujeta a desarrollar fibrosis y disfuncién nerviosa.

EFECTOS GLIALES Y NEURONALES EN EL NMNF AXOTOMIZADO

En general, no fueron observados cambios morfoldgicos significativos por la administracion
de PROG, PREG 6 DHA en neuronas y células gliales analizadas a los 15 y 45 dias de la axotomia-
tubulizacién de la rama bucal superior del nervio facial. Sin embargo, todos los grupos estudiados
inclusive el control VEH, expresaron cambios en la integridad citoesquelética, -caracteristicas
morfoldgicas tradicionales que suceden posterior a lesién (Svensson, 1993; Kreutzberg, 1995; Nakajima, 1996;
Jones, 1997;1999).

Aunque no se evidencié pérdida neuronal, ellas presentaron edema somatico, cromatolisis y
excentricidad nuclear; éstos cambios se modificaron a los 45 dias y corresponden a la respuesta
anabdlica de las neuronas; es decir, el inicio de la reorganizacion del NMNF después de la axotomia de
sus fibras (Kazuyuki y col.,1996). A excepcion del grupo tratado con PREG, que manifestd reduccion del
area nuclear en la etapa tardia, el resto de los grupos tratados con neuroesteroides no difirieron del
control VEH.

Por otra parte, poco se conoce de los cambios ultraestructurales en células gliales del NMNF
posterior a axotomia; en el presente estudio se analizd el drea nuclear de astrocitos, oligodendrocitos

y microglia como medida de respuesta a lesidn y se demostré que la axotomia per se induce
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incremento del drea nuclear, misma que no fue modificada por la administracién de neuroesteroides.
Estos resultados muestran que, la axotomia de la rama bucal superior del nervio facial produce
cambios en neuronas y células gliales del NMNF, demostrados al comparar los valores promedios de
las estructuras del control intacto; sin embargo, no fueron modificados con la administracion de
neuroesteroides.

En neuronas maduras, la axotomia produce alteraciones en el sistema biosintético de
proteinas y tipicamente induce cambios morfoldgicos en el reticulo endoplasmico, nicleo y nucleolo
(McLoon, 1981). Los asociados con los organelos, son indicativos de cambios metabdlicos que reflejan la
respuesta anabdlica o reparativa del axén (McLoon, 1981; Jones y col., 1997, 1999). El nucleolo, esta
involucrado directamente con la sintesis de ARNr e indirectamente en la sintesis de proteinas (Jonesy
cols., 1986, 1999; Melgacani, 1999), lo que determina la capacidad regenerativa de neuronas (Jones y cols.,
1986; Melgacani, 1999). Otros cambios incluyen, desplazamiento de sinapsis del cuerpo neuronal (Kazuyuki
y col., 1996), activacion microglial, proliferacién y migracion (Streit y col., 1999, Stoll, 1999), hipertrofia
astrocitaria y aumento de sus ntcleos (Peters y col., 1995; Jones, 1986, 1999).

Algunos de esos cambios, fueron demostrados en nuestros experimentos realizados en el
NMNF axotomizado; sin embargo, no fueron convincentes para aprobar la hipdtesis inicialmente
propuesta. En los grupos tratados con neuroesteroides, se esperaban cambios morfoldgicos en
neuronas y glia con respecto al grupo control VEH; de ésta manera, los resultados parecen
contradecir los efectos neuroprotectivos (modulan la excitabilidad neuronal, ejercen efectos tréficos
sobre neuronas y gliay promueven la regeneracién en nervios periféricos) de los neuroesteroides en el
tejido nervioso adulto lesionado (Garcia-Segura y col., 1996; Fawcett y col.,1999; Baulieu y col., 1996, 1997, 2000).

A pesar que esta bien documentado el fenédmeno de muerte neuronal posterior a axotomia,
se desconocen sus mecanismos o causas. En ratas adultas (machos y hembras) cada NMNF contiene
aproximadamente 5000 neuronas (Yu, 1988;1989), después de la axotomia, se identifican cambios
morfoldgicos y cuantitativos entre el lado lesionado y el contralateral (Kinderman y col., 1994). Cuando los
nervios facial e hipogloso son axotomizados, se presenta pérdida neuronal en los nucleos motores
correspondientes (Svensson, 1993; Yu, 1988;1989). Ademas, la severidad del dafo es dependiente del sexo,
-en machos la pérdida neuronal oscila entre 10-18%, en las hembras se incrementa al doble 25-30% y en
machos castrados, la pérdida neuronal es mds severa que en hembras (Yu, 1988; 1989) estos resultados

sugieren que la viabilidad de las motoneuronas axotomizadas estd influenciada por el estado
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hormonal (Guennoun, 1997). Los resultados obtenidos en el presente estudio, son diferentes a los
reportados, es probable que ésta diferencia sea debida a los distintos métodos de cuantificacién.

Por lo anterior, se ha demostrado que los esteroides gonadales andrégenos, disminuyen la
muerte neuronal al actuar sobre RA localizados en las motoneuronas de nervios craneales y en los
drganos diana (Yu, 1988; 1989; Guennoun, 1997). Ademas, la administracion de testosterona en hamsters
machos eleva el ARNr en neuronas, acelera la recuperacidn funcional de la paralisis facial inducida
por aplastamiento del nervio facial a nivel del foramen estilomastoideo, el anti-andrégeno flutamida
elimina su recuperacién (Kujawa, 1989; Jones, 1993;1997). En general, los andrégenos y estrégenos
aceleran la regeneracion del nervio facial; los primeros tiene efectos iniciales sobre el programa
molecular de motoneuronas faciales lesionadas y los estrégenos son los responsables de las acciones
sobre GFAP y velocidad de crecimiento (Jones y col, 1999). Con la administracion de PROG, se
obtuvieron resultados similares, aunque no hay evidencias hasta el momento de receptores para
PROG en el NMNF, se discute si la PROG es efectiva por si misma o sus efectos se deben a
testosterona derivada de la trasformacién enzimatica (Yuy col., 1989).

Estudios realizados en conejos demostraron que a partir de la tercera y quinta semana de
axotomizar sus fibras faciales, se produjeron alteraciones estructurales en el soma neuronal (edema'y
ausencia visual de dendritas), siete semanas mas tarde, volvieron a su aspecto normal (Wang-Bennet y
col., 1990). Otros estudios describieron cambios morfoldgicos en nucleo y nucleolo de neuronas
inmaduras y maduras posterior a la axotomia. En las primeras, no sucedieron cambios nucleares
significativos, presentan su mdxima capacidad sintética y aumentan su produccidn metabdlica en
respuesta a lesidn (Jones y col, 1986). En cambio, las neuronas maduras presentan diferentes
condiciones metabdlicas y alteran significantemente su estado metabdlico en respuesta a lesién
(MacLoon, 1981; Guennoun, 1997).

Efectos similares se presentaron en nuestro estudio, desde los primeros 15 dias de lesidn,
todos los grupos estudiados, presentaron temporalmente cambios morfoldgicos en nucleo, sustancia
Nissl y soma neuronal, logrando una morfologia cercana a la normal a la sexta semana de la
axotomia. Las unicas diferencias morfoldgicas encontradas entre los diferentes grupos estudiados
correspondieron al tamafio nuclear del grupo PREG (Yu, 1986, 1989; Kinderman y col., 1994; Baulieu, 2000; Engel,
2001). Ademds, la naturaleza de la lesidén y las variaciones de las especies utilizadas en los diferentes
estudios, pueden influir en la morfologia en respuesta a lesién (Guennoun, 1997;Jones y col., 1986, 1999;

Dezawa, 2000).
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Por otra parte, las células gliales expresan receptores nucleares para hormonas esteroides y
pueden sintetizar de novo, PREG, PROG y sus metabolitos 50 -DHP y 3 d,50 =THP (di Michele y col., 2000;
Engel, 2001), ellas modifican sus funciones modulando genes de la expresién por receptores
intracelulares (50 -DHP y PROG), o por interaccién con receptores de membrana como GABA, (3
0,50 -THP), mientras que PREG acttia probablemente como precursor (di Michele y col., 2000; Engel, 2001).
Por otra parte, PROG 6 DHA estimulan los niveles de ARNm de la GFAP, aunque existe la posibilidad
de demostrar que la molécula efectiva es DHP y no PROG, su actividad puede deberse al convertirse
a DHP.

Diferentes efectos poseen los neuroesteroides sobre la morfologia astroglial, estudios in vitro
demostraron que DHA modifica la diferenciacién y transformacién astroglial (Del cerro y col., 1995; Friess,
2000); PREG modula la extensidn de las prolongaciones inmunoreactivas-GFAP (Del cerro y col., 1995; Engel,
2001); mientras que, PROG, PREG, DHA, testosterona (T) y 178-estradiol reducen significantemente la
inmunoreactividad-GFAP en los sitios de lesidn (Garcia-Segura y col., 1996; Garcia-Estrada y col., 1998). Con
respecto a oligodendrocitos, no hay reportes de estudios morfolégicos y farmacoldgicos en nucleos
motores de nervios axotomizados; sin embargo, en secciones totales de medula espinal, se demostré
a nivel celular y molecular, elevacion de marcadores especificos, -CNP (proteina inmadura que
expresan los oligodendrocitos inmaduros) y MBP —especifica de oligodendrocitos maduros (Morin-
Richaud y col., 1998; Dezawa, 1999, 2000).

Hasta el momento, se desconocen los efectos modulatorios de neuroesteroides y esteroides
gonadales sobre la respuesta microglial en lesiones traumdticas de nervios periféricos (Jonesy col., 1999;
Ramirez-Expdsito, 1999; Streit, 1999). Esta demostrado que, el NMNF presenta reactividad microglial en
respuesta a la axotomia de sus fibras (Graeber y Kreutzberg, 1988; Nakajima, 1996) ellas estdn involucradas
en la reparacién 6 regeneracion del dafo neuronal por varios mecanismos: 1) produccién de factores
troficos (citocinas y factores de crecimiento) (Jones y col., 1999; Dezawa, 2000); 2) deaferentacion, 3)
activacion de astrocitos (Dezawa, 2000). Sin embargo, hasta el presente se desconocen los efectos que
puedan ejercer las hormonas gonadales y neuroesteroides sobre la respuesta microglial en nucleos
motores axotomizados; aunque por cultivos microgliales se ha establecido la existencia de
receptores para glucocorticoides y mineralocorticoides (Stoll, 1999).

Toda la informacién referida anteriormente, apoyan los efectos neurotréficos de los
neuroesteroides; son capaces de influir en el aspecto morfolégico de astrocitos y microglia al actuar

sobre receptores y alterando sus funciones metabdlicas. Sin embargo, los nuevos resultados que
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Discusién

emergen de nuestros experimentos indican que, los neuroesteroides no afectaron el drea nuclear de
células gliales en el NMNF axotomizado, mecanismos importantes de discutir; si la ausencia de
efectos se debié posiblemente por no alcanzarse concentraciones apropiadas en el NMNF (via
retrégrada) ¢ la falta del reconocimiento por parte del receptor. Es importante mencionar que PROG
y DHP se unen a receptores RP, mientras que THP no lo reconoce; en forma similar, DHTy T se unen a

receptores andrégenos (Melcangiy col., 1996; Friess, 2000; Engel, 2001).
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Se demostrd la utilidad del biomaterial quitosana como vehiculo de liberaciéon de

neuroesteroides en la regeneracién del nervio facial en conejos.

Con las prétesis de quitosana de 13 mm de longitud, se regenerd un defecto nervioso de 10

mm en la rama bucal superior del nervio facial.

Los nervios que fueron tubulizados con prdtesis de quitosana conteniendo neuroesteroides,
tuvieron mejor respuesta regenerativa; sin embargo, los mejores efectos se obtuvieron en
los crecimientos nerviosos tratados con PROG; ellos, tuvieron un patrén regenerativo
semejante al nervio normal a los 45 dias post-axotomia. En cambio, los crecimientos nerviosos
que no recibieron neuroesteroides (VEH), produjeron un patrén regenerativo indicativo de

inmadurez.

Los efectos obtenidos de los neuroesteroides PREG 6 DHA fueron menos favorables que
PROG, posiblemente sus efectos neuro-activos se deban a otros metabolitos derivados de su

metabolismo, a través de receptores ionotrdpicos 6 GABA,.

No se presentaron cambios morfoldgicos significativos por la administracion de
neuroesteroides en neuronas y células gliales del NMNF a los 15 y 45 dias de la axotomia. Sin
embargo, todos los grupos estudiados, expresaron los cambios morfolégicos (integridad

citoesquelética) temporales, que tradicionalmente suceden en respuesta a lesion.
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Conclusiones

1.

PERSPECTIVAS

Es necesario realizar otros estudios encaminados a conocer la respuesta inmune del receptor,
efectos a largo plazo por la presencia y degradacion de la prétesis, asi como la utilizacién de
éstas protesis en la reparacién de defectos mayores de 10 mm, en otras especies animales,
que tengan un sistema inmunoldgico mas parecido al de seres humanos como es el caso de

los ratones transgénicos.

Se propone el uso de prdétesis de quitosana con neuroesteroides como una alternativa
terapéutica del injerto nervioso; con ello, se puede reducir el nimero de suturas en el sitio de
implantacién y evitar secundariamente la posibilidad de un neuroma y la disfuncién

resultante.
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