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RESUMEN.

Antecedentes: Mediante tubulizacién con silicona es posible reparar lesiones de nervios
periféricos menores de 3 ¢cm, para mayores distancias, o lesiones de nervios craneales se han
empleado compuestos bioactivos como la “quitosana”. En este trabajo fue usada para
tubulizar el nervio ciatico de ratas, es un homopolimero lineal resultante de la desacetilacion
de la quitina, es absorbible, hipoalergénica e inmunoestimulante y pueden modificarse sus
propiedades fisicas. Asociamos sus cualidades con el neuroesteroide progenitor progesterona,
debido a sus propiedades neurotréficas y su capacidad para estimular la sintesis de mielina en
nervios lesionados. QObjetivo: Restaurar la citoarquitectura completa del nervio ciatico
axotomizado de ratas adultas mediante tubulizacién con prétesis bioactivas de quitosana y
tratamiento con progesterona. Métodos: Grupos de siete ratas Swiss-Wistar hembras fueron
castradas, 30 dias después recibieron implantes subcutaneos con aceite de sésamo
(vehiculo), 6 15 mg de progesterona, 15 dias después fueron seccionados 9 mm del nervio
ciatico. El nervio fue tubulizado con prétesis de silicona o “quitosana” para formar una camara
de crecimiento axénico, en cuyo interior se depositd el vehiculo (aceite de sésamo), 6 500 pg
de progesterona disuelta en aceite, 10 dias después de la axotomia-tubulizacion se evalué el
Indice funcional del nervio cidtico (IFC)y, posteriormente, cada 10 dias durante un periodo de
90 dias. Una parte de los animales controles y experimentales fueron sacrificados por
perfusién intracardiaca a los 60 y 90 dias para fijarlos con 4% de paraformaldehido, se
diseccionaron los segmentos lumbares L4-L6 y se hizo tincion de Nisst para analizar la
poblacion neuronal. Los crecimientos nerviosos fueron incluidos en resinas epéxicas, se
obtuvieron cortes de 1pm de espesor para analisis histopatologico y cuantificacion del
porcentaje de area ocupada por mielina, diametro fascicular y porcentaje de axones
mielinizados. En estos mismos tejidos, en cortes de 70 nm se realizé un andlisis
ultraestructural para la identificacién de componentes celulares en el nervic regenerado. asi
como un estudio cuantltatlvo del calibre axonico y nimero de axones por campo visual
cuantificado (368 pm?). Resultados: La lesién no afectd las neuronas axotomizadas en el
dominio medular del nervio ciatico en ninguno de ios grupos, la protesis de “quitosana” fue
bien tolerada y resultd sensible a a accion de lisozimas tisulares, los crecimientos nerviosos
mostraron una estructura semejante a la de un nervio intacto en los animales tubulizados con
quitosana y tratados con progesterona. El IFC mejoré desde los 20 dias poslesién en todos los
grupos de animales controles y experimentales, los mejores resultados se observaron en las
ratas tratadas con progesterona y tubulizadas con quitosana. El estudio a nivel ultraestructural,
eh los grupos de animales tubulizados con silicona ¢ guitosana revelé axones de diferentes
tamanfos, asi como vainas de mielina de tamafio y definicién variable, en cambio el grupo de
animales bajo el efecto del neuroesteroide progesterona y tubulizados con quitosana
mostraron axones de mayor tamafio y vainas de mielina homogeéneas en su espesor, siendo
estas similares a las observadas en el grupo control intacto. Ademas se observaron efectos
favorables en el grupo de animales tubulizados con prétesis de quitosana y bajo el efecto del
neuroesteroide progesterona al cuaniificar el calibre axonico, los valores se mantuvieron
cercanos a la normalidad. Lo que no sucedié con los grupos control silicona y control
quitosana (p<0.05); a su vez, al realizar el analisis del nimero de axones por campo visual
cuantificado (368 pm 9, el grupo control quitosana fue el Gnico que mostré un incremento
significativamente estadistico en comparacién al grupo control intacto (p<0.05). Conclusiones
1- La progesierona facilitd la regeneracién del nervio ciatico de ratas axotomizado y tubulizado
con prétesis de silicona o “quitosana’. 2- £l uso de “quitosana” produjo mejores resultados que
la silicona, sobre la regeneracién del nervio lesionado. Sin embargo estos fueron mejores bajo
la influencia del neuroesteroide progesterona. 3- La utilizacion de quitosana y progesterona
favorecieron la recuperacion funcional del nervio ciatico tesionado. 4- La ausencia de efectos
secundarios atribuibles a la presencia de la protesis de quitosana, que podrian haberse
evidenciado mediante las técnicas de andlisis utilizadas y los hallazgos morfolégicos
indicativos de regeneracidon nerviosa permiten proponer la utilizacion del biomaterial
‘quitosana” en la reparacion de nervios de otras especies animales.
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QUITOSANA, PROGESTERONA Y NERVIO CIATICO

1 INTRODUCCION

1.1  DESCRIPCION ANATOMICA E HISTOLOGICA DEL SISTEMA NERVIOSO
PERIFERICO.

El sistema nervioso periférico esta formado por los nervios, algunos de ellos
transmiten de la periferia al centro las impresiones sensoriales y sensitivas, otros

llevan el influjo nervioso motriz del centro a [a periferia.

De manera general; los nervios sensitivos y motores se proyectan de uno a
otro lado agrupados en un solo corddn, de lo que resultan nervios mixtos. Los nervios
son pares, se desprenden del neuroeje (medula espinal) a distintos niveles, y se
distribuyen simétricamente, en su trayecto emiten arborizaciones colaterales y
terminales al final (Getty, 1986 Hildebrad, 1982).

1.1.1 MEDULA ESPINAL.

La medula espinal es una masa cilindrica, alargada de tejido nervioso cue
ocupa dos tercios superiores del conducto raquideo, esta protegida por las vértebras
y ligamentos y por las meninges que contienen liquido cerebro-espinal. En un corte
transversal se distingue un masa interna de sustancia gris en forma de H (Fig. 1)
rodeada por sustancia blanca (Werner, 1988; Lesson, 1987). Los brazos superiores de la
H son las astas dorsales de materia gris y los inferiores mas cortos y anchos, las
astas ventrales. Los cuerpos neuronales de asociacidn que establecen sinapsis con
las fibras somaticas sensoriales se localizan en el lado medio de una asta dorsal, los
cuerpos neuronales que establecen sinapsis con las fibras viscerales estan
localizados en una zona mas pequefa, lateral y ligeramente mas ventral de la
columna dorsal, los somas de las neuronas motoras somaticas se encuentran en las
columnas ventrales. Finalmente, los somas neuronales motores viscerales se
encuentran en una zona pequena, intermedia y lateral. La comisura de sustancia
gris, justamente arriba y debajo del canal central, hace el brazo intermediode laH vy

proyecta fibras de un lado de la médula hacia el otro (Getty, 1986; Hildebrad, 1982;
Ganong. 1997).
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La sustancia blanca externa esta dividida en lados derecho e izquierdo por el
tabique dorsal medio y la fisura ventral de la medula. A su vez, cada lado esta
dividido por las astas de sustancia gris en tres funiculos; el dorsal se localiza entre la
columna dorsal y el tabique dorsal medio, proyecta los axones hacia el cerebro, el
lateral se encuentra entre las columnas dorsal y ventrai, transmite las fibras en esas
direcciones; aquellas orientadas hacia el cerebro tienden a ser mas superficiales,
finalmente a través del funiculo ventral corren fibras desde el cerebro hacia los
dominios medulares correspondientes (Getty, 1986; Hildebrad, 1982; Ganong, 1997).
Ademas de somas de neuronas motoras y sensitivas, en la meduta espinal estan

presentes astrocitos, células de microglia y fibras mielinizadas y no mielinizadas
{Lesson, 1987).

Cordén lateral 2,7 T

Surco medio posterior {dorsal] / Tabigue medio posterior
Cordan posteriar,_ﬁ\)_{_ / . Surce colateral posterior
J— T T .‘!" - :’;,
f’ ? . ? ,7&\\&{";@:\-\ Cornigura gris

posterior

. Coaducto de!
Asta posterior — e ppgndimo

Comisura gris
anterior

™ Suren ventrolateral

Cordon anterior

Asts anterior
Surcy mediv anferior

Comisura biangs
anterio:

Fig.1 Corte transversal de la medula espinal, pueden identificarse las principales partes anatémicas que
la componen.
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1.1.2 FIBRAS NERVIOSAS.

Un nervio periférico estd formado por la agrupacién de fibras nerviosas,
resultando un diferente nimero de fasciculos con distintos tamafos, los fasciculos
estan rodeados por tejido conectivo, en un corte transversal del nervio se distinguen
tres estructuras; el epineuro, - rodea a los fasciculos, perineuro, - cubre la totalidad
del fasciculo (agrupamiento de axones) y el endoneuro, - envuelve individualmente

cada axon (Kable, 1986, Dumitru, 1994) (Fig. 2).

Fig. 2 Corte transversal del nervio ciatico de ratas a baja amplificacién, se muestran {os elementos del
tejido conective que forman tres compartimentos principales. A) Epineuro, B) Perineuro y C)
Endoneuro.

Durante el desarrollo posnatal los axones no se han mielinizado y conforme
maduran son envueitos por vainas de mielina, en los mamiferos son relativamente
pequefios, su diametro es de 20 pm o menos (Ganong, 1997), en el conejo, el diametro
normal del axén mielinizado varia de 1 a 10 ym y e! espesor de mielina es de 1.2 uym

(Chen y col., 1989; Spector y col., 1993), el diametro del nervio regenerado en ratas varia
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de 4.01-15.16 ym {(Chen y col., 1995), en el humano el diametro del axdn mielinizado
varia de 2-14 um (Ochoa, 1869; Dumitru, 1994). Las fibras mielinizadas se encuentran
envueltas por las prolongaciones citoplasmaticas de una célula de Schwann, en el
interior del axdn estan presentes mitocondrias y filamentos organizados en direccidn
longitudinal, -una caracteristica distintiva para identificar un axén a nivel
ultraestructural es la presencia de neurofilamentos (Bernadette, 1992; Pinzhang y cof.,
1998; Elder y col., 1999; Zhu y col., 1999). El ndmero de fibras mielinizadas varia entre 1os
distintos fasciculos axénicos del mismo nervio.

A diferencia de las fibras mielinizadas, varias fibras amielinicas pueden ser
envueltas por una sola célula de Schwann, en humanos el diametro de estas fibras
varia de 0.2 a 3 pm (Ochoa, 1969).

En nervios humanos, el endoneuro encierra axones, células de Schwann,
fibroblastos, celulas endoteliales vasculares, pericitos y ocasionalmente células
cebadas de origen mesodérmico (Ochoa, 1969; Spector y col., 1993; Dumitru, 1994); entre
las envolturas de tejido conectivo del nervio periférico se distinguen fibroblastos,
fibras de colagena, macréfagos y mastocitos (Kable y col,, 1988, Varon y Theo, 1993).
Mediante microscopia de luz no es posible diferenciar las células de Schwann de
fibroblastos; el nucleo de las primeras es regular, compacto y localizado cerca de las
fibras mielinizadas y en las no mielinizadas pueden apreciarse expansiones
citoplasmaticas de estas células. Por su parte, el nucleo de los fibroblastos es
alargado e irregular, y en su periferia se observan acumulos de cromatina; mediante
ultraestructura puede hacerse la diferenciacién morfolégica entre ambos tipos
celulares (Ochoa, 1969). Estudios en el nervio sural humano revelaron un 91.8% de
células de Schwann y 8.2% de fibroblastos (Ochoa, 1969).

En general, a mayor diametro del axén, mayor velocidad de conduccién; ios
axones mas gruesos participan sobre todo en la transmisién de sensaciones
propioceptivas, en las funciones motoras somaticas y en la sensibilidad consciente al
tacto y presién. Los axones mas delgados se ocupan de las sensaciones dolorosas
y de la temperatura, asi como de las funciones auténomas (Ganong, 1997). Por otra

parte, cuando se produce una lesion en ios axones de diametro pequefio resulta el
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mayor porcentaje de regeneracion, en fibras nociceptivas y pseudomotoras la
reinervacion es mas temprana; esto quiza depende de la capacidad que tienen estos
axones de atravesar el sitio de lesidén (Navarro y col., 1994).

1.1.3 NERVIOS PERIFERICOS

La vaina de mielina de un nervio periférico esta rodeada por el protoplasma de
una célula de Schwann, también estd presente una membrana basal, ambas
estructuras envuelven el internodo aislando las fibras nerviosas entre si. Las cisuras
de Schmidt-Lanterman aparecen en una seccién longitudinal dei nervio, como
desdoblamientos de las lineas principales de las envolturas laminares gue contienen
citoplasma. En reconstrucciones tridimensionales se observé que los espacios de las
cisuras estan dispuestos siguiendo un trayecto espiral y sus contenidos citoplasmicos
estan intercomunicados. Las prolongaciones marginales de las células de Schwann
se extienden e interdigitan a nivel de los nodos de Ranvier, formando una cubierta

entre ellos, en contraste con lo gue sucede en las fibras centrales (Wynn-Kapit, 1987),
(Fig. 3).

EXTERH
Mesaxou*f-:,,"fmw

MEMERAHA PLASMAT‘\IS..A

AXOHN
AXOPLASMA

MICROTUBULOS CITOPLASMA

DE LA CELULA
DE SCHWAHNH

HUCLEO DE CELULA DE
SCHWAHNH

AT LINEA INTRAPERIODICA

T LINEA DEHSA PRINCIPAL

Fig.3 Esguema de un nervio periférico.
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Existe una relacién entre el calibre del cilindro eje, el espesor de la vaina de
mielina, la distancia entre los nodos de Ranvier y la velocidad de conduccion del
impulso nervioso.

Cuanto mayor es el calibre del axén, mayor es el espesor de la vaina de
mielina y mas grande la distancia internodal. Por ello, cuando una fibra mielinica esta
creciendo, las distancias internodales aumentan progresivamente. Se puede decir
que en las fibras amielinicas se produce una propagacion continua de la excitacion,
mientras que en las mielinicas la transmision de los impulsos se realiza de forma
saltatoria. Las bases morfolégicas de este tipo de conduccion se explican por la
alternancia de segmentos cubiertos por mielina (internodos) y las zonas amielinicas
(nodos de Ranvier) a lo largo del nervio. Este tipo de conduccidn es mucho mas
répido y requiere menos energia que la propagacion continua de la excitacion
(Lawrence, 1993).

La resistencia mecanica de un nervio periférico depende de su contenido en
fibras circulares elasticas, en los nervios de las extremidades el perineuro actua
como un elemento de refuerzo adicional en las regiones articulares, el epineuro se
dispone adyacente al perineuro y sus capas mas internas forman estratos
concéntricos, mientras que las capas mas superficiales se continian con tejido

conectivo laxo que contiene grasa, vasos sanguineos y linfaticos (Warner-Kahle, 1988).

1.2 ANTECEDENTES DE RECURSOS TECNICOS-QUIRURGICOS EN LA
REGENERACION NERVIOSA.

Desde hace 1800 arnos se han realizado esfuerzos para lograr la reparacion
de nervios seccionados, a pesar de la introduccion de técnicas quirurgicas las
lesiones de nervios periféricos continuan generando problemas clinicos, economicos
y sociales (Hurtado y col., 1987; Terris y col., 1993). Fue Galeno en el afio 200 DC., el
primer medico que discutid la posibilidad de la regeneracion nerviosa (Terris y col.,
1993); mas tarde, en 600 DC., Paul de Argina, realizé |la primera reparacion nerviosa
mediante suturas; técnica quirdrgica conocida hoy como neurorrafia, - aproximacion

de los segmentos del nervio lesionado mediante sutura (Paparella, 1982). Enseguida
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Waller, en 1850, introdujo estudios sobre regeneracion y degeneracion de nervios
periféricos. Posteriormente Seddon, en 1947, introdujo los injertos nerviosos —técnica
quirdrgica mediante la implantacién de alcinjertos y autoinjertos nerviosos debido a
pérdida de segmento nervioso, cuya reparacion no es posible mediante neurorrafia
(Seddon, 1947). Highet y Sanders en 1852 propusiercn técnicas de elongacion para
eliminar la tension en la reparacion de nervios y posteriormente se iniciaron los
injertos nerviosos vascularizados (Paparella, 1982). Con la introduccién de la
microcirugia se mejoraron las técnicas quirdrgicas (Smith, 1984) asi; Langley vy
Hashimoto en 1968, introdujeron la reparacién fascicular y perineural con sutura
(Terris y col., 1993), aunque fue Millesi en 1972 quien reporté por primera vez la
reparacion interfascicular (Mifiesi y col., 1972).

Otros avances en la reparacion de nervios periféricos, en sustitucion af
implante de aloinjertos y autoinjertos, ha sido la tubulizacién introducida por Weis en
1844 (Brian, 1991; Terris y col., 1993), — s& basa en el uso de una camara para el
crecimiento axonico, son estructuras cilindricas en las cuales se introducen los

extremos de un nervio seccionado para promover su regeneracion.

En forma paralela se han introducido avances en materiales de sutura,
ordinariamente se utilizan filamentos de sutura de nylon 9-0 y 10-0 para la reparacion
de nervios (Edshage y col., 1964; Bration y col., 1989; Giddens y col., 1989); sin embargo,
recientemente se han propuesto nuevos productos y procesos Qquirdrgicos que
ofrecen mayor fuerza mecanica, mejoran los resultados funcionales y requieren
menor habilidad técnica; entre ellos estan el adhesivo de fibrina (Nishihira y col., 1989) y
el uso de laser (Maragh y col., 1988), este ultimo permite reparar nervios muy pequenos
en areas de dificil acceso, causando asi menos dafo quirdrgico y mejor

cicatrizacion que la resultante de suturas (Brian, 1991; Terris y col., 1993).

Por ofra parte, las técnicas quirurgicas y los factores mecanicos que
determinan el éxito de la reparacion nerviosa estan bien identificados, se ha centrado
la atencion de las investigaciones en mejorar la regeneracion nerviosa utilizando

factores neurotréficos que promuevan el crecimiento nervioso (Lawrence, 1987; Miller y
col., 1987; Sebille y col., 1988; Sjtbeerg y col., 1989, 1990; Chen vy col., 1989; Bates y col., 1991,
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Spector y col., 1993; Varon, 1993), estas sustancias principalmente han demostrado su
eficacia in vitro y han sido poco estudiados jn vivo, algunos actian ademas como
neuritogénicos; entre los principales destacan por sus efectos, el factor de
crecimiento neural (NGF) (Lipton y col., 1989:Brian, 1991), que influye favorablemente
sobre |a regeneracion neural (Snider y col., 1988), el factor basico de crecimiento de
fibroblastos (bFGF), (Esch y col, 1985) y el factor de crecimiento semejante a la
insulina tipo | (IGF-1), (Sjsbeerg y col., 1989).

Diversos autores han reportado !a importante participacién del sistema
endocrino en la reparacion neural, se ha demostrado que sustancias como ACTH,
T3, T4 y testosterona (Teris y col, 1993, Jones, 1993, 1997, Barakat-Walter, 1999)
incrementan la regeneracion nerviosa. Por otra parte, actualimente se realizan
experimentos sobre los posibles efectos benéficos de esteroides neuroactivos sobre
la regeneracion del tejido nervioso lesionado, estos compuestos fueron
recientemente descritos y son conocidos como neuroesteroides (Baulieu y Robel, 1990,
1994, 1995; Baulieu, 1997, Desarnaud, 1998; Rainer, 1999), debido a que se sintetizan “de
novo” en el tejido nervioso, independientemente de la actividad esteroidogenica
glandular periférica, entre ios principales se encuentran las moléculas progenitoras; -
pregnenolona (Kabbadj y col, 1993), progesterona, (Jung-Testas, 1995, Koening, 1995) y
dehidroepiandrosterona (Akwa y col., 1993), todos ellos producen efectos benéficos en
la regeneracidn del nervio facial y ciatico de roedores (Chavez-Delgado y col.,

1997;1998ab; Goémez-Pinedo y col., 1997, 1998ab; Baulieu, 1997; Desarnaud, 1998; Rainer, 1999).
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1.2,1 REPARACION NERVIOSA MEDIANTE TUBULIZACION.

Los métodos de sutura para reparar nervios seccionados fueron desarrollados
en el siglo XVIl (Spector y col, 1991) y las técnicas de tubulizacidon nerviosa
evolucionaron espontaneamente a la mitad del siglo XiX (Ramén y Cajal, 1928; Spectory
cot., 1991). En los primeros afios del siglo XIX, la carencia de materiales adecuados
para sutura favorecid el desarrolio de estas cdmaras para facilitar el crecimiento

axénico como un método alternativo a la neurorrafia (Brian, 1991).

La camara de tubulizacion (Fig. 4) es una estructura cilindrica donde se
introducen los extremos de un nervio seccionado para promover su regeneracion
(Brian, 1991); durante varias décadas se han utilizado distintas clases de materiales
para formar las proétesis para tubulizacién nerviosa, y asi estudiar los mecanismos
celulares y moleculares de regeneracion (Salonen y col., 1987; Williams, 1987; Bates y col.,
1991, Kanjey y col., 1988, Danielsen y col., 1991, Lundborg y col., 1982, 1994, Baley y col., 1993;
Zhong vy col, 1995). Para ello se han empleado distintas clases de nervios en

diferentes especies animales; - el nervio ciatico de la rata ha sido uno de los mas
utilizados. asi como la rama bucal superior del nervio facial del conejo (Chen y col,

1889; Chongliang y col., 1992; Spector y col., 1991,1893; Varon , 1993; Lundborg y col., 1994).

Los compuestos utilizados en la tubulizacion varian desde materiales
sintéticos como la silicona (Spector y col., 1991, 1992, 1993), Gortex (Terris y col,, 1983),
millipore (Campbell y col., 19861), surgicel {Gabrielson y col., 1966), colagena (Braun y col.,
1966), acido poliglicdlico (Pham y col, 1991), hasta materiales endogenos como
duramadre, vena y componentes de membrana basal (Terris y col., 1993; Brian y col.,
1991).

Recientemente, se han empezado a estudiar biomateriales como la
"quitosana” para analizar sus posibles efectos favorables sobre la regeneracion
nerviosa, debido a las caracteristicas fisico-quimicas que posee, -especialmente

propicias para integrarse a los tejidos y contribuir a la reorganizacién del tejido
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lesionado (Chavez-Delgado y col., 1997; 1998ab; Goémez-Pinedo y col., 1997; 1998 ab; Rosales-
Cortes y col., 1997;1998).

FACTORES TROF!COS{;
NEUROESTEROIDES 2§

Fig 4. Modelo de tubulizacion para nervios axotomizados

Independientemente del material utilizado, en los nervios tubulizados se producen los

siguientes eventos:

a. La camara actia como un tinel de orientacion para el crecimiento de
axones y mantiene la comunicacion quimica entre [os extremos proximal y distal del

nervio seccionado (Brian, 1991; Spector y col., 1991).

b. Permite que se concentren los factores troficos y compuestos mitbgenos

naturalmente producidos por los tejidos lesionados (Varon, 1993; Spector y col., 1993).

¢. Hace posible la aplicacion ‘in situ” de diversos compuestos al nervio
lesionado (Kanje, 1988; Sjoberg y col, 1890), entre ellos; precursores de matriz
extracelular -laminina (Salonen y col., 1987; Baley y col., 1993), fibronectina (Williams y col.,
1987; Baley y col., 1993), solucion salina y plasma (Spector y col., 1991, 1993), factores
neurotroficos (FNT), factor promotor de neuritas {(FPN){Chen y col, 1989, 1995,
Chongliang, 1992; Spector y col., 1993; Varon, 1993), e! factor basico de crecimiento de
fibroblastos (bFGF)(Danielsen y col., 1988; Bates y col.,, 1991), IGF-| (Sjtberg y col., 1989) y

hormona tiroidea (T3) (Barakat-Waller, 1999), entre los principales.

10
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A partir de distintos estudios con nervios axotomizados-tubulizados de
roedores se ha evidenciado que el éxito de la regeneracién depende

fundamentalmente de los siguientes factores (Spector y col., 1991; Terris y coi., 1993):
1- variaciones en el diametro del tubo (Williams y col., 1987).

2- distancia entre los segmentos del nervio- 10 mm/15 mm etc. (Williams y col., 1987;

Spector y col., 1991, 1993; Lundborg y col., 1994).

3- el uso de diferentes sustancias tréficas como el NGF (Kanje y col., 1988; Chongliang,
1982).

4- implante de protesis elaboradas con materiales sinteticos o biomateriales (Brain,
1991; Terris y col., 1993},

5- aplicacion de precursores de matriz extracelular -laminina, fibronectina (Baley y
col., 1993).

6- naturaleza del traumatismc nervioso.

7- propiedades de las paredes del material utilizado en la tubulizacidn,- permeable,
semipermeable, etc. (Hurtado y col., 1987; Dahilin y col., 1988; Douglas y col., 1989, Spector y
col., 1992; Rende y col., 1991}

En céamaras axoénicas de 10 mm de longitud se han obtenido resultados
favorables en la regeneracion nerviosa, debido a una organizacion adecuada de la
matriz de fibrina (William y col., 1987). Esto no sucede con distancias de 15 mm ¢ mas;
a causa del mayor volumen libre en el interior de la camara no se forma una matriz

extracelular organizada (William, 1987 ab; Rende y col., 1991; Hentz y col., 1983).

11
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2 ANTECEDENTES

2.1 ANATOMIA DEL NERVIO CIATICO DE LA RATA.

El nervio ciatico de la rata esta formado por dos componentes, el nervio
peronéo fibular comun y €l tibial. Al principio de su recorrido, constituyen un solo
tronco, atraviesan la pelvis por el orificio infrapiriforme envueltos por una vaina de
tejido conectivo y el nervio ciatico pasa profundamente al muisculo gluteo mayor se
dirige hacia la rodilla, y se coloca en posicidn dorsal al musculo obturador interno,

cuadrado femoral y aductor mayor.

DESCRIPCION HISTOLOGICA.

Eil nervio ciatico de la rata a nivel del muslo medio es monofascicular, las
fibras nerviosas periféricas estédn rodeadas por fibrillas de colagena de trayecto
longitudinal, junto con la membrana basal forman la vaina endoneural. Las fibras
nerviosas estan inmersas en una masa de tejido conectivo laxo, -el endoneuro. Un
numero variable de las fibras se agrupan constituyendo fasciculos que estan
envueltos por el perineuro, compuesto principalmente por fibras conjuntivas
circulares.

La capa mas interna del perineuro esta formada por células endoteliales
dispuestas en varios estratos muy finos, ellas poseen una membrana basal sobre sus
caras perineural y endoneural y se mantienen juntas mediante uniones hermeticas;
de este modo constituyen una barrera entre el nervio y los tejidos adyacentes, de
modo semejante al endotelio de los capilares cerebrales, -elemento estructural de la

barrera hemato-cerebral {Wemner-Kahie, 1988; Wynn-Kapit, 1987).

12
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2,2 DEGENERACION Y REGENERACION NERVIOSA.
2.2.1 DEGENERACION DEL TEJIDO NERVIOSO EN RESPUESTA A LESION.

Después de la seccién de un nervio, la primera respuesta sucede en el
extremo distal de las fibras nerviosas, este fenédmeno se conoce como degeneracion
anterograda (degeneracion Walleriana) (Chaudhry y col., 1992; Dumitru,1994); luego se
manifiesta en las fibras proximales de la lesion, fendmeno conocido como
degeneracion retrograda (Chaudhry y col., 1992; Dumitru, 1994);, en el soma celular
suceden cambios degenerativos progresivos hasta la muerte neuronal (Dumitru, 1994;
Ganong, 1997).

2.2.2 EVENTOS CELULARES EN LA DEGENERACION WALLERIANA.

En 1850 Waller describid la reaccién neural en respuesta a lesion, fendmeno

conocido como degeneracion Walleriana (citado en Chaudhry y col., 1992; Dimitru, 1994)
(Fig. 5). Los cambios inician con la desintegracion de los componentes estructurales
del citoesqueleto axonal (Chaudhry y col., 1992; Dimitru, 1994; Bajrovic y col., 1994) al
interrumpirse el aporte de informacién y nutrientes desde el soma neuronal se
produce perdida del axoplasma y desintegracion de organelos con fragmentacion de
membranas, hasta quedar una vaina de mielina con residuos del axén (Chaudhry y col.,
1992).

13
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Fig. 5 Eventos celulares en la degeneracion Walleriana. A. Nervio normal, B.
Porcién amplificada del nervio en recuadro; C. Apariencia del nervio dentro de los primeros
dias después de la seccion; D. Cambios de componentes estructurales del citoesqueleto
axonal; pérdida de axoplasma y desintegracion de organelos con fragmentacién de
membranas; E. Fragmentacion det axén y mielina, mitosis de células de Schwann; F, G.
Células de Schwann forman un puente entre los extremos proximal y distal, se inicia la
regeneracion nerviosa con avance de conos de crecimiento nervioso; H. Crecimiento del
axdn distalmente a través de células de Schwann y fibroblastos proliferantes; |, J. Se
establece la continuidad neuronal, el didmetro axonico es menor que el original. (Clinical
Neurology, Amsterdam, North Holland, Vol, 7, 1970, pp 197).

14
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La velocidad de desintegracién del citoesqueleto axonal difiere en cada
especie (Miledi y col., 1970, Pellegrino y col 1986; Perry y col., 1990); en roedores puede
ocurrir desde las primeras 24 hr. (Miledi y col 1870), mientras que en humanos y gatos
el axoplasma permanece intacto por varios dias (Stoll y col., 1989; Pelierino y col., 1988).
El tamario de la fibra nerviosa, edad y temperatura son los factores principales que
influyen sobre el tiempo en que sucede la desintegracidon axonal (Chaudhry y col., 1992;
Dimitru,1994); continla la degeneracion de la vaina de mielina, se reduce la sintesis de
lipidos (White y col., 1989, Dimitru, 1994) y el contenido del mRNA en las células de
Schwann (Trapp y col., 1988), hasta producirse fragmentacién de la vaina de mielina
(Chaundhry y col., 1992).

Al final de la tercera semana poslesion, en roedores y gatos, gran parte de la
mielina ha sido removida; los detritus restantes acumulados en el tercio distal
condicionan la presencia de células de Schwann, éstas células forman la ltamada
banda longitudinal de Bingner, su presencia es indicativa de regeneracién axonal
favorable (Spencer y col., 19879), posieriormente sucede la respuesta de macrofagos
(Hann y col., 1989) En situaciones normales, en los nervios periféricos estan presentes
macréfagos a lo largo de la ldmina basal de vasos endoneurales, en respuesta a
lesidn migran especificamente hacia las fibras degeneradas, alli realizan funciones
fagociticas (macrofagos adherentes), pueden encontrarse macréfagos desde las
primeras 24 hr posteriores a la lesidbn nervicsa y su numero aumenta
progresivamente durante los primeros dias poslesidn (Stoll y col., 1989; Dimitru, 1994).

En roedores, ia remocion de detritus de mielina sucede en el transcurso de un
mes, mientras que en humanos puede tardar hasta 7 meses (Chaudnry y col., 1892). La
infiltracioén de macréfagos tiene importancia neurobiologica por la produccion de las
citocinas, -como interlucina-1 {IL-1) entre 1as principales, al parecer esta implicada
en la produccion de NGF por células de Schwann denervadas (Lindholm y col., 1987).

2.2.3 DEGENERACION NEURONAL RETROGRADA.

Tambien se c¢onoce como reaccion axonal, degeneracion axonal,

degeneracion retrograda o cromatolisis central (Fig. 8). E! tipo de respuesta depende

i5
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de la severidad de |a lesién (Wang-Bennett y col., 1990; Martin y col., 1999}, el soma celular
puede recuperarse del dafio o degenerarse (cromatolisis), en este caso sucede
edematizacion de los cuerpos de Nissl (reticulo endoplasmico granular) seguida de
hinchamiento del soma neuronal, marginacion de organelos membranosos,
excentricidad nucleolar y marginaciéon de la heterocromatina. En este estadio, Ia
célula puede recuperarse (cromatosintesis) (Kujawa y col., 1989; Jones, 1993), 6 continuar
con la cromatolisis, hasta completar los cambios degenerativos: estallamiento de
membrana plasmatica, expulsion de organelos, retraccion y condensacidn de

fragmentos de membranas {Dimitru, 1994).

Tm—

s da

Fig. 6 Degeneracion neuronal retrograda. 1. Célula nerviosa normal antes de la
lesion, distribucion normal de |la sustancia de Nissl; 2. 48 hr después de la lesién se
inicia la desaparicién de |la sustancia de Nissl y aparecen diminutas particulas; 3. de
dos a tres semanas la célula nerviosa se encuentra edematizada, el nucleo es
excéntrico y la sustancia de Nissl tiene apariencia marginal; 4a. La célula puede
morir {célula fantasma) y desaparecer completamente; 4b. Es posible que la célula
pueda recuperarse y formar discretos cuerpos de Niss! y el nucleo localizarse en el
centro. (Clinical Neurclogy, Amsterdam, North Holland, Vol, 7, 1970, pp 197).
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23 REGENERACION NERVIOSA.

A inicios del siglo XX se propuso que; "sustancias humorales” originadas de la
lesion tenian efectos sobre la regeneracion axonal del SNP (Ramén y Cajal, 1928;
Forssman, 1989, 1990}, durante los uitimos 30 aflos ha persistido la hipotesis que
complejos humorales, celulares y factores extracelulares estan relacionados con el
crecimiento axonal (Baley y col,1983), para demostrarlo se han desarroliado distintos
modelos experimentales; de ellos, el uso de tubo de silicona entre dos segmentos
nerviosos seccionados ha permitido conocer la secuencia de eventos durante el
proceso de regeneracion nerviosa (Weiss, 1944; William y col., 1987; Varon, 1893; Lundborg y
col., 1994; Hali, 19986).

Las primeras respuestas celulares estdn encaminadas a incrementar la
supervivencia neuronal mediante participacion de factores troficos producidos por
células de Schwann y neuronas, después de la lesion (Salonen y col., 1987; Hall, 1996;
Ide C, 1998; Barakat-Waller, 1899; Weinstein, 1998); asi como la formacion de una matriz
extracelular incipiente compuesta por laminina, colagena tipo IV, fibronectinag,
moléculas de adhesion celular y neural (CAM, N-CAM, LI y N-cadherina), implicadas
en la unién celular axdén-axon y axdn-célula de Schwann (Spectory col., 1993; Ide C, 1996;
Smith, 1996; Barakat-Walter, 1999; Weinstein, 1999).

También sucede incremento de componentes celulares que promueven la
elongacion de neuritas y remielinizacion por células de Schwann vy fibroblastos
perineurales (Lawrence, 1987, Spector y col., 1991,1992 1993; Danielsen, 1996; Barakat-Walter,
1899; Weinstein, 1999; Melcangi y col.,, 2000). Las integrinas a1-B y a6-p1, la proteina
cinasa C y la proteina de crecimiento axonico (GAP-43) intervienen en la adhesion al
sustrato y crecimiento axonico, respectivamente (Salonen, 1987; ide C, 1996), & Su vez,
la tirosina cinasa, la cual es generada en neuronas y células de Schwann,
principalmente, esta implicada en las sefales para que suceda produccion
intracelular de factores troficos y moléculas adhesivas que faciliten la reorganizacion

de axones (lde C, 1996; Barakat-Walter, 1999).
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Por otra parte, la regeneraciéon nerviosa depende del tipo de lesion; en
lesiones por aplastamiento (axdnotmesis) resulta una mayor proporcion de
regeneracién exitosa, debido a que se preserva la continuidad de la vaina
endoneural, asi como la vasculatura y citoarquitectura completa en el mufodn distal,
a través del cual los axones se regeneran (Mackinnon y col., 1984; Brigde y col., 1994;). Por
lo contrario, secciones completas del nervio con pérdida de un segmento provocan
destruccion total de la vasculatura y vaina endoneural (desconexién de los elementos
pre y post sindpticos), esto dificulta la regeneracidén axonal al interrumpirse el
soporte tréfico; por lo que sucede degeneracion del munon distal (Salonen y col., 1987:
Spector y col., 1991; Varon, 1993), acomparada de atrofia y desaparicion de las columnas
de células de Schwann. Condiciones que impiden |a regeneracion nerviosa (Salonen y
col., 1987).

Distintos factores influyen sobre Ios resultados de la regeneracidn nerviosa;
especie animal, sexo, edad, localizacion del dafo y el tipo de lesidn, (aplastamiento,
seccidn), tiempo de reparacion y la técnica quirurgica utilizada (Medinacelli y col.. 1983),
entre ios principales.

2.3.1 EVENTOS CELULARES EN LA REGENERACION NERVIOSA.

La regeneracion del nervio periférico comprende la formacién de brotes
axonicos, proyeccion gel axon regenerado y finaimente la reinervacion al tejido diana
—formacion de placa terminal (Spector y col., 1982; Ide C, 1996, Hall, 1896 Ganong, 1997). Se
desconocen los factores que controlan la regeneracion de nervios periféricos (Aguayo
y col., 1892; Barakat-Walter, 1999). Estudios in vitro e in vivo han revelado la importante
participacién de moléculas de matriz extracelular sobre el crecimiento de neuritas
(Davis y col., 1985; Salonen y col., 1987), asi la menor capacidad regenerativa del SNC
depende de la composicion y localizacidn de la matriz extracelular. En el SNP la
membrana basal y colagena son abundantes, y escasas en el SNC (Salonen y col.,
1985, 1987; Sanes y col., 1985). La matriz extracelular (compuesta por laminina, colagena
tipo IV, fibronectina y moleculas adhesivas neurales) (Spector y col., 1993; Bajrovic y col.,

1994; Barakal-Walter, 1999) actua como guia de axones y ¢élulas de Schwann durante la
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regeneracion y participa en la diferenciacion y morfogénesis de celulas y tejidos (Ide
C, 1987; Chen-Salonen y col., 1989).

En aquellas lesiones nerviosas en las que se tubulizd el nervio seccionado, el
primer evento necesario para la regeneracion nerviosa es la formacion de una matriz
acelular fibrinoide entre ambos segmentos, ésta actua como puente para el
crecimiento axonal y permite la migracion de células no neuronales y el crecimiento
axonal (Salonen y col., 1987, Baley col, 1993; Varon, 1993); mas tarde aparece la
fibronectina (FB) y laminina (LMN), que son glucoproteinas presentes en lamina
basal con efectos importantes sobre el crecimiento axonal (Baley y col., 1993).

Experimentos in vitro revelaron la participacion de colagena tipo | y IV,
fibronectina y laminina en la adhesion de neuritas al substrato (Davis y col., 1985),
asimismo, mediante cultivos de células nerviosas de Schwann y fibroblastos, se ha
evidenciado la importancia de una membrana basal para lograr la regeneracion
axonal exitosa (Bunge y col., 1887). El componente mas importante es la laminina,
presente en todas las membranas basales, —estructura esencial para que suceda
regeneracion axonal (Salonen y cot., 1987; Hall, 1996), por esta razdn se produce una
regeneracion mas rapida en lesiones por aplastamiento, en comparacién con la

seccion nerviosa completa (Ide C, 1983, Salonen y col., 1987, Varon, 1993},

Los efectos sinérgicos de todos los componentes de la matriz extracelular
aceleran el crecimiento de neuritas, promueven la migracion de células de Schwann
(Millaruello y col., 1988; Weinstein, 1999) y facilitan la respuesta regenerativa vy
supervivencia neuronal (Baley y col., 1993; Salonen y col., 1987).

El factor de crecimiento nervioso (NGF), producido por células no neurcnales
(Bates y col., 1991; Spector y col, 1993), es transportado retrogradamente hacia el soma
celular y se une a receptores de alta afinidad (Levi-Montalcine y col., 1982). Durante el
proceso regenerativo se incrementan los niveles de NGF, NGF-mRNA, receptores
NGF y NGF-receptor-mRNA (Heumann y col. 1987, Baley col., 1993); estos uitimos
influyen favorablemente sobre las células de Schwann y el cono de crecimiento

axonal, -indicativo de regeneracion nerviosa, al estimular la produccion de factores
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troficos (Johnson y col., 1988; Zhong y col., 1995; Weinstein, 1999). E| NGF mantiene su
actividad durante 6 hr y posiblemente actua directamente sobre las células de
Schwann facilitando la regeneracién y mislinizacion (Rich y col., 1987), el NGF también
es necesario para el desarrollo y supervivencia de neuronas colinérgicas, sensitivas y
simpaticas (Chongliang y col., 1892; Spector y col., 1993). Asimismo se han realizado
estudios con otros compuestos neurotroficos, con el proposito de facilitar la
regeneracién nerviosa y acelerar la mielinizacion, entre ellos; NGF, BDNF, T3

(Chongliang y col., 1992: Spector y col., 1993, Barakat-Walter, 1999).

Una vez que se ha iniciado la organizacion de la matriz extracelular y que se
ha formado una red de fibroblastos, las células de Schwann migran a lo largo de los
puentes de tejido fibroblastico (Salonen y col., 1987; Wiliiams y col., 1993; Guénard y col., 1994;
Madison y col., 1994; Weinstein, 1899) y se forman rebrotes axdnicos conocidos como
pinceles neurofibrilares (Dumitru, 1994; Smith, 1997), ellos penetran dentro del drea
dafada, algunos se reabsorben y otros persisten para liegar a formar un axén
dominante (cono de crecimiento axoénico), las terminales axonicas contindan
creciendo y emiten colaterales (neuritas) que, mediante movimientos ameboides se
conectan en el area lesionada (Fig. 7) (Dimitru, 1€94). En mamiferos, las neuritas

crecen a una velocidad que va desde 0.15 hasta 4.0 mm/dia (Varon, 1993; Dimitru, 1994;
Ganong, 1997).

Cuando el axon finalmente alcanza el extremo distal del tubo endoneural, las
células de Schwann se alinean, empiezan a enrollarse y forman una estructura
membranal muiltilaminar precursora de la vaina de mielina (Dimitru, 1994; Smith, 1996),
en humanos esto sucede dentro de los primeros 8-20 dias, asi, el axén incrementa
su diametro en una direccion de proximal a distal en un promedio de 4 mm/dia (Kable
y col., 1988; Dumitru, 1994). Posteriormente, se separan las células de Schwann vy
forman los nodos de Ranvier y la region internodal, donde se localizan sus nucleos
{Dumitru, 1994; Ganong, 1997).
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Fig. 7. Esquematizacion de eventos que suceden durante la regeneracidén axonal.
Multipies rebrotes de neuritas (spr) de un solo axén rodeadas por lamina basal, al
final de cada spr se encuentra un cono de crecimiento (gc). Los rebrotes cruzan el
area lesionada junto con células de Schwann (scw) hacia el extremo distal. Dentro
del area se encuentran macréfagos (m), fibroblastos (fb), mastocitos (mc) y
elementos celulares (Lundborg G, Nerve injury and repair. Edinburgh, Churchill
Livingstoe, 1988).

En humanos, la maduracion completa de la vaina de mielina puede tardar
hasta un afio (Dumitru, 1994, Navarro y col., 1994). Después de una lesién, la recuperacion
funcional del nervio depende de la capacidad de regeneracién de los axones
lesionados y la reinervacion del 6érgano diana denervado (Navarro y col., 1994). Las
funciones nerviosas autdonomas, sensitivas y motaras no pueden alcanzar una
regeneracion total en adultos (Lundborg y col., 1982; Navarro y col., 1994; Ganong, 1997),
alrededor de 1 a 7 fibras nerviosas pueden terminar en el dérgano diana (Dumitru,1994),
de ellas, las primeras en regenerarse son las nociceptivas. Los axones de menor
diametro tienen mayor capacidad de reinervar areas grandes, en comparaciéon con

axones de mayor calibre y mielinizados {Navarro y col., 1994; Ganong, 1997).
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2.3.2 ESTADIOS REGENERATIVOS EN NERVIOS TUBULIZADOS.

El proceso comienza con la exudacion de liquido acelular en la camara
axonica (Brian y col., 1991); la mayor parte del liquido es suero, y en cantidad variable;
sangre, liquido extracelular. y detritus citoplasmaticos intracelulares, incluyendo
organelos intracitoplasmaticos como membranas del reticulo endoplasmico

provenientes de los extremos nerviosos proximal y distal (Spector y col., 1991},

En esta matriz liquida estan presentes factores neurotréficos y promotores de
neuritas que favorecen el crecimiento celular, migracion, mitogenésis y elongacion
{Lundborg y col., 1982; Williams, 1987ab; Baley y col 1993, Spector y col., 1993; Varon, 1993; Chen y
col., 1995, Ide C, 1997). Después sucede crecimiento de células de origen mesodérmico,
particularmente fibroblastos perineurales procedentes de ambos extremos
seccionados (Williams, 1983). Estas células se extienden a través de la matriz y actdan
como soporte estructural para orientar la migracion de axones y células de Schwann
(Satonen y col., 1987; Williams y col,, 1987; Baley vy col, 1993), las bandas de fibrina y
colagena forman vias para el rebrote de neuritas y contribuyen a formar el epineuro
primitivo (Spector y col.,, 1991). Al mismo tiempo migran macrofagos, ellos fagocitan
eritrocitos, cristales originados de la compactacion de los restos celulares y otros
remanentes tisulares que aparecen delimitados por vacuolas fagociticas en su
interior, estas células aparecen dispersas entre los componentes de la matriz en
formacién (Spectory col., 1991; Varon, 1993).

Diversos estudios han reportado que con las camaras de crecimiento axénico
se obtienen mejores resultados que con las suturas (Briany col., 1991; Terris y col., 1993),
tanto en modelos animales como en seres humanos (Lundbor y col., 1994; 1996). Sin
embargo, no es posit;ie comparar la eficacia de estos estudios debido a la gran
variabilidad de condiciones experimentales y los parametros empleados para valorar
la recuperacion (Brian y col., 1991; Terris y col., 1993; Danielsen y col., 1996). La aplicacion
clinica de estos métodos sera en el futuro cercano, debido a que no se conocen los

efectos secundarios por la presencia de prétesis para formar camaras de crecimiento
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nervioso elaboradas con diversos biomateriales (Brian, 1991; Terris y col., 1993; Danielsen y
col., 1996). No obstante lo anterior, por ahora |a técnica de tubulizacidn es un recurso
invaluable para obtener muestras del microambiente que rodea a los axones en
regeneracién y asi obtener informacion precisa de los mecanismos de reparacion
nerviosa, frente a las diferentes variables analizadas a través de ia manipulacién

experimental (Brian y col., 1991).

23



QUITOSANA, PROGESTERONA ¥ NERVIO CIATICO

2.4 UTILIZACION DE BIOMATERIALES EN EL AREA BIOMEDICA.

En la naturaleza existe una gran cantidad de polimeros que poseen
caracteristicas favorables para su aprovechamiento industrial, destacan la celulosa,
el caucho, aimiddn, gomas y pectinas. Entre los materiales derivados de la
transformacion quimica de compuestos organicos sobresale la "quitosana” propuesto
como biomaterial por su biocompatibilidad (Peluso y col., 1994; Lee y col., 1985}, ella
deriva de la quitina, segundo biopolimero natural mas abundante, despues de la
celulosa; la quitina quimicamente es un polimero primario formado por unidades
repetidas de beta (1-4) acetoamino-2-deoxy-D-glucosa (o N-acetilglucosamina), su
estructura es similar a la celulosa, excepto por el reemplazo del grupe 2 hidroxi con
un gri.l‘po acetilamida (Allan, 1984; Shepherd y col., 1997; Hirano y Midorikawa, 1998); por su
parte, la quitosana, es un homopolimero compuesto de unidades repetidas (GICNAC)
beta (1-4)-2-amino-2-deoxy-D-glucosa (o glucosamina) (Varum y col., 1996; Kas, 1997,
Hirano y Midorikawa, 1998) (Fig. 8) es abundante en el caparazdn de invertebrados
marinos (Shepherd y col., 1997) Yy se encuentra en menor cantidad en el tallo de
plantas, hongos, insectos y moluscos (Shepherd y col., 1997; Kas, 1997). Sin embargo,
por la abundancia de exoesqueletos disponibles como producto de desechos de
alimentos, la quitosana es primariamente manufacturada a partir del caparazén de
crustaceos y puede fabricarse para obtener diversas clases de presentacion fisica,

-en solucion, hojuelas, polvo, gotas, fibras, etc. (Shapherd y col., 1997; Hirano y Midorikawa,
1998).

Fig. 8 Estructura quimica de la quitosana
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2.41 PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DE LA QUITOSANA.

La quitina y sus derivados poseen caracteristicas favorables para su
aprovechamiento industrial, ha despertado interés comercial por sus propiedades
unicas de solubilidad —dependiente del pH, se muestra insciuble en agua, solventes
organicos y en soluciones aIt_:aHnas, hidrosoluble en medios acidos (Broussignal, 1968;
Shapherd y col., 1997; Kas, 1997; Lorenzo-Lamosa y col., 1998; Kolze y col., 1999). Es
bioabsorbible y biodegradable -propiedad de mayor interés en aplicacicnes
biofarmacéuticas, en estudios in vivo e in vitro se ha demostrado que es lentamente
degradada por las enzimas quitosinasas y lisozimas; con las primeras, la
biodegradacion sucede hasta en un 75% (Lee y col., 1995; Mitsutomi y col 1998; Onishi y col.,

1999; Quong y col., 1999; Kumar y col., 1999) y hasta en un 35% con lisozimas (Varum y col.,
1996, Rao y col., 1995, 1997, Tomihata y col., 1997, Muzzarelli, 1997; Kristiansen y col., 1998; Quong
y col., 1998).

Otra propiedad de este biomaterial es la capacidad para formar un
heteropolimero con los fijadores aldehidos, con la finalidad de endurecer las
superficies de los productos de quitosana por entrecruzamiento y prolongar su
biodegradacion y fiberacion de sustancias (Akbuga y Bergisadi, 1996; Jameela y col., 1995;
Bayomi y col., 1998). EI porcentaje de desacetilacion (>74%) (Jameela y col., 1995), peso
molecular (aito y bajo peso molecular) (Genta, 1998) y solubilidad, son factores que
influyen para regular |la tasa de liberacion de sustancias (Kotze y col., 1999; Onishi y col.,
1999; Kumar y col., 1999; Wang y Xu, 1999), otras propiedades descritas han sido; baja
toxicidad (Kas, 1997, Rao y 'col., 1995,'1997; Bayomi y col, 1998; illum, 1998), afinidad
hidrofilica (Allan, 1984; Rao y col., 1998; llum, 1998), estabilidad frente a la putrefaccion,
moldeable y modelable (Broussignal, 1968).

La quitosana se ha considerado catidnica por ser un ion positivo con una base
amino (NHz), por esta razén atrae moléculas cargadas negativamente (Montero y col.,
1999); su actividad antibacteriana ha sido explicada por el entrecruzamiento entre una
quitosana policatiénica y los aniones presentes en la superficie bacteriana,

resultando alteraciones de la permeabilidad en la membrana.bacteriana (Tsai y S,
1999).
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2.4.2 APLICACIONES DE LA QUITOSANA EN EL AREA BIOMEDICA.

Este biomaterial ha sido ensayado para multiples aplicaciones biomédicas
(Allan, 1984) -facilita el proceso de cicatrizacidn en heridas, lesiones por quemaduras y
la recuperacion de lesiones cutaneas cronicas (Saintigny y col., 1993). Sus efectos han
sido asociados con la activacion de macréfagos, estimulacion de fibroblastos
(Muzzarelli, 1997) activacién mitogénica y facilitacion de adhesion intercelular (Denuziere
y col., 1998). Por su biodegradabilidad especifica dependiente del pH (Wang y Xu, 1994,
Kotze y col., 1999), la quitosana se ha utilizado como vehiculo para la liberacidn
prolongada de compuestos (Lorenza-Lamosa y col., 1998; Felt y col., 1998; Ugimoto y col.,
1998; Ucheghu y col., 1998; Sezer-Akbuga, 1999; Macledid y col, 1998), su tasa de
degra'dacic’)n, directamente relacionada con la cantidad liberada desde los
compuestos que la contienen, ha sido modificada mediante el entrecruzamiento con
glutaraldehido 6 formaldehido (Akbuga y Bergisadi, 1996; Bayomi y col., 1998; Jameela y col.,
1998).

Estudios in vitro e in vivo demostraron que la quitosana tiene efectos
estimulantes sobre |a produccion y sintesis de oxido nitrico, incrementando asi la
quimiotaxis de macréfagos y células leucocitarias; la primera propiedad es atribuida a
la unidad N-acetilglucosamina, el efecto inmune estimulante es especifico de otros
glucosaminoglucanos (N-acetil-manosamina y N-acetil-D-galactosamina), que no
tienen efectos sobre la produccion de oxido nitrico (Peluso y col., 1994; Kosaka y col.,
1998). Mediante implantes subcutaneos de quitosana (Peluso y col., 1994) se demostrd
la quimiotaxis de neutréfilos dentro de las primeras 24 a 96 hr (Kosaka y col., 1996;
Usami y col., 1994a, 19946). Asimismo se cuantificaron concentraciones elevadas de
productos del &cido araquidénico (LTBa4, y PGE;) implicados en la migracién y
concentracion de polimorfonucleares (PMN) (Usamiy col., 1998) en las regiones donde
fue implantado este biomaterial.
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2.5 NEUROESTEROIDES

2.51 ESTEROIDES NEUROACTIVOS EN LA REGENERACION NERVIOSA.

A partir del colesterol, se sintetiza una variedad de esteroides en el sistema
nervioso central (Clemens y Weaver, 1985) independientemente de la actividad glandular
endocrina periférica (Akwa y col., 1993 ab; Kabbadj y col., 1993). Estos esteroides
intracerebrales fueron denominados neuroesteroides (Baulieu, 1981; Baulieu y Robel,
1990; Robel y Baulieu, 1994, 1995a), son sintetizados en neuronas y células gliales del
tejido nervioso, principaimente astrocitos y oligodendrocitos (Jung-Testas y col., 1994,
1998ab) a partir de precursores de hormonas sexuales esteroides, o sintetizados de
novo por segmentacion de las cadenas laterales del colesterol mediante actividad
de la enzima P-450.. en la membrana interna mitocondrial (Fig. 9) (Baulieu y Robe!,
1990; Robel y Baulieu, 1995; Robel y col., 1994, 1895ab). Los neuroesteroides ejercen
modulacion  especifica sobre receptores ionotrépicos para diferentes
neurotransmisores como el GABAx  (Fig. 10), glicina y glutamato, por lo que influyen
sobre |a excitabilidad neuronal, por esta razén; en la actualidad, son considerados
como una nueva clase de neuromoduladores (Puia y col., 1990; Baulieu, 1981; Baulieu y
Robel, 1990; Robel y Baulieu, 1995b;Del Cerro y col., 1995; Rainer, 1999). También regulan el
crecimiento y diferenciacion de la astroglia in vitro (Jung-Testas y col., 1994; Del Cerro y
col., 1995).

Desde el descubrimiento de los primeros compuestos progenitores de
neuroesteroides; pregnenoclona, progesterona (PROG), dehidrospiandrosterona y sus
derivados sulfatados, se han descrito otros diversos esteroides neuroactivos (Baulieuy
Robel, 1890; Baulieu, 1991, Rot;el y Baulieu, 1995a; Robel y col., 1995b); ellos se encuentran en
sus formas de sulfato o de ‘ésteres de acidos grasos en el cerebro de mamiferos,
incluyendo roedores (Robel y col, 1895a), en los machos sus niveles son
independientes de la castracidn, sin embargo, en las hembras dependen de las
secreciones ovaricas (Jo y col., 1989).
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Fig. 9 Biosintesis de neurcesteroides y su metabolismo en el cerebro de ratas.
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La pregnenolona es el principal precursor de la sintesis de hormonas
esteroides a partir del colesterol en células glanduiares esteroidogénicas y de novo
en el tejido nervioso (Brown y col., 1979; Robel y col., 1995a; Rainer, 1999), a partir de ella se
origina la progesterona y dehidroepiandrosterona (DHA); luego la serie completa de
esteroides (Robel y Baulieu, 1995a; Robel y col., 1995b). En el cerebro de la rata los
astrocitos y oligodendrocitos sintetizan y metabolizan neuroesteroides (Baulieu y Robel,
1990; Robel y Baulieu, 1895b), es;to mismo sucede en las célula de Schwann de!l SNP, -
ellas sintetizan progesterona a partir de pregnenclona, independientemente de la

edad y el sexo (Jung-Testas y col., 1995; Koening y ¢ol., 1995; Desarnaud, 1998).

Los efectos celulares de los neuroesteroides son rapidos y especificos (Baulieu
y Robgl; 1990; Robel y Baulieu, 1995b; Rainer, 1999), pero se desconocen sus mecanismos
neuro-reparativos de accién, y poco se conoce del metabolismo de regulacién
(Baulieu, 1994; Rainer, 1999), es probable que actlen a través de segundos mensajeros
{Baulieu, 1994; Rainer, 1999). Por otra parte, pueden actuar a través de los receptores
nucleares clasicos para hormonas o mediante unioén al complejo receptor oligomérico
para GABAA, modulando canales ionotropicos presentes en la membrana ceiular
{(Baulieu, 1994; Robel y Baulieu, 1995b; Rainer, 1999). En términos generales, puede decirse
que los neuroesteroides actuan mediante mecanismos de accidon gendémicos y no-
genomicos y a través de la regulacion autocrina - paracrina entre neuronas y ceélulas
no nerviosas, implicadas en la cascada de eventos que siguen a una lesién del tejido

nervioso (Fig. 10) (Baulieu y Rabel, 1990; Baulieu, 1994; Robel y Baulieu, 1995b; Rainer, 1999).

La hormona esterpidéa progesterona infiuye sobre el crecimiento, desarrollo y
funcién de o6rganos réprod,uctivos femeninos (Jung-Testas, 1996), en el cerebro e
hipdfisis regula el comportamiento reproductivo femenino y la secrecion de
gonadotropinas (Jung-Testas, 1996). Sin embargo, se han descubierto diversas
propiedades benéficas de esta hormona —neuroesteroide- progesterona sobre el
tejido nervioso. Actua sobre astrocitos, oligodendrocitos y células de Schwann;
modula el crecimiento celular y la sintesis de proteinas de mielina, en
oligodendrocitos (SNC) y células de Schwann se han identificado proteina basica de
mielina (MBP) y nucledtido fosfodiesterasa ciclico (CNPasa) - proteinas especificas
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de mielina necesarias para la sintesis de mielina (Jung-Testas y col., 1992, 1996; Baulieu,

1997; Desarnaud, 1998; Rainer, 1999), de esta manera modula la mielinizacion.

Los efectos biologicos de la progesterona y otras hormonas esteroides son
mediados por receptores proteinicos especificos; recientemente demostrados en
cultivos de células de Schwann obtenidas del nervio ciatico de rata (Koenig y col., 1995
Jung-Testas y col., 1996; Baulieu, 1997, Desarnaud, 1998).

En el nervio ciatico de ratones machos se demostro la sintesis enddgena de
progesterona por las celulas de Schwann, independientemente de la actividad
testicular y adrenal (Akwa y col.,, 1992). En nervio ciatico de roedores se han detectado
altas concentraciones de pregnenoclona, precursor directo de la progesterona, asi
como en nervios adultos intactos, esto ultimo permite suponer que ordinariamente se
produce renovacion de la mielina periférica (Akwa y col., 1992; Koenig y col., 1995,
Desarnaud, 1998). La administracidon in situ de progesterona facilité la recuperacion
del nervio ciatico del ratdn lesionadoe por congelacion, al actuar acelerando la
mielinizacion (Koenig y col., 1995; Baulieu, 1997).

PROG
La interaccion entre glia y neurcnas implica ta provision de .
precursores esteroides y modulacion de receplores para PROG: actua sobre sitios
GABAA por metabolitos esteroides de origen glial. e de membrana
(?) parz alterar niveles de
Caz-
CHOL PROG modula receptores para
j : oxitocina,
| liberacion de

i neurotransmiscres. ...

REG »PROG
cetlLA L
GLIAL ~¥ DH PROG NEUR A
S T \ -

38,5alfa-TH PROG

3B.5aika-TH PRO

PREG es transferida a neuronas o con-
vertida a PREGS y PROG. PROG actua sobre
PROGR intracelular para inducir proteinas de

mielina y controlar celulas glisles.

Metabolitos de PREGS y PROG como 3alfa,5alfa TH
PROG modulan neurotransmision GABAergica de
modo patacring.

Fig. 10 Mecanismos no genomicos y genomicos de accién de neuroesteroides en el

teiido nervioso. 10
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Por otra parte, a partir de diversos estudios sobre las respuestas reparativas
de machos y hembras lesionados en nervios periféricos se han evidenciado
diferencias relacionadas con el sexo de los animales; las motoneuronas faciales de
hamster hembras se regeneran mas rapidamente que las de los machos (Jones, 1993).
La pérdida de motoneuronas después de la seccion del nervio hipogloso o facial de
la rata se reduce por el tratamiento con testosterona o progesterona (Yu, 1989);
asimismo existen reportes de que la aplicacion de testosterona en los machos
acelera la recuperacion funcional de la paralisis del nervio facial posterior a
aplastamiento, e incrementa la respuesta nucleolar de las motoneuronas periféricas

gue aun conservan capacidad para regenerarse (Kujawa y col., 1991).

 La testosterona y el 17-R estradiol favorecen la recuperacion de nervios
periféricos lesionados por aplastamiento, lo anterior demuestra que los esteroides
gonadales son capaces de inducir la recuperacién del tejido cerebral lesionado, ya
sea activando o acelerando las respuestas reparativas neuronales (Kujawa y col., 1991;
Jones, 1993, 1997).
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La "quitosana" es un nuevo biomaterial de origen organico (caparazén del
camaron) que posee diversas propiedades que permiten su utilizacion en la reparacién
de tejidos; es biodegradable, poco alergenica y pueden modificarse su permeabilidad
y elasticidad, aparte de que puede actuar como un vehiculo para la liberacion
prolongada de substancias. Pér lo anterior, en el presente estudio se utilizaron tubos de
quitosana para formar una camara de crecimiento axénico (tubulizacién) en el nervio
ciatico seccionado de !a rata, con la intencidn de superar las ventajas que se logran por
el uso de tubos de silicona en la formacién de una camara de crecimiento nervioso. En
este estudio, para inducir la regeneracion nerviosa tras axotomia, se combiné Ia
“tubulizacién nerviosa" con la aplicacién local y sistémica del neuroesteroide
progesterona (4-Pregno-3,20-diona). La recuperacion del control motor de la pierna
lesionada fue estudiada utilizando los indicadores del indice de funcionalidad del
nervio ciatico de la rata {Shen, 1995), adicionalmente se realizdO un analisis
estructural con microscopia de luz y ultraestructura, siendo fundamental analizar la
morfologia celular del crecimiento nervioso para garantizar la ausencia de efectos
secundarios a humanos y aumentar la comprensién del fenémeno. Con todo lo
anteriormente expuesto, se tuvo el propdsito de desarrotlar una protesis organica que
permita la recuperacion completa del nervio lesionado como una alternativa terapéutica
en la reparacion guirdrgica de nervios de pacientes humanos o animales de pequefias y

grandes especies afectados por la perdida de un segmento nervioso c¢raneal o
periférico.
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4 HIPOTESIS

El uso de protesis bicactivas de quitosana y neuroesteroides acelera la
regeneracion nerviosa sin efectos adversos.

5 OBJETIVO GENERAL

Restaurar la citoarquitectura'compIeta del nervio ciatico axotomizado de ratas
adultas mediante protesis bioactivas de quitosana y progesterona.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Identificar el linaje de la poblacidn celular presente en la camara de
crecimiento axonico.

il Determinar los efectos de la prétesis bioactivas sobre la capacidad motora de
la pierna lesionada.

. Identificar neuronas .motoras con signo de degeneracion en el dominio

medular del nervio ciatico axctomizado-tubulizado.
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6 METODOLOGIA.

6.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Se utilizaron 21 ratas hembras adultas de la cepa Wistar, entre 180 y 200 gr de
peso corporal y de 3 meses de edad, a través del experimento los animales fueron
mantenidos en condiciones cbntroladas de bioterio, con ciclos de 12 hr luz y 12 hr
oscuridad, humedad relativa del ambiente del 70%, con agua y alimentacion
balanceada "ad /libitum". Todos los procedimientos se realizaron bajo condiciones
asépticas y 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.

Brevemente; las ratas fueron castradas, después de 30 dias se colocaron
implantes subcutaneos (sc) para liberaciéon prolongada de progesterona y una vez que
se alcanzaron niveles séricos estables (15 dias), bajo anestesia profunda se
seccionaron 8 mm del nervio ciatico derecho y el defecto fue reparado mediante tubos
de silicona, ¢ tubos manufacturados con quitosana.

Debido a que cuando se lesiona el nervio ciatico de ratas éste se repara
espontaneamente, ha sido ampliamente utilizado en diferentes estudios que han
demostrado su gran capacidad regenerativa, por esta razén; la principal variable
analizada en el presente estudio fue el tiempo necesario para que se produjera
recuperacidon motora completa de la pierna lesionada, por la influencia de tubulizacion
con protesis de silicona o quitosané, asi como por los efectos adicionales del
tratamiento con el neuroesteroide progesterona, en una parte de los animales
tubulizados con quitosana. '
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Criterios de inclusién:
Todos aquellos animales en los que se logrd completar la tubulizacion del nervio

cidtico dentro de los primeros 12 min después de la axotomia y en los que se produjo
evolucion postoperatoria favorable.

Criterios de exclusion:

Complicacidn postoperatoria después de! implante subcuténeo (sc) de
capsulas de silicona para liberacidn continua y prolongada de progesterona o por la
oforectomia bilateral, infeccion y/o necrosis después de axotomia-tubulizacion del

nervio ciatico (no se repondran) o recuperacion incompleta de la herida.

' 1

Criterios de eliminacion:
Salida de la camara de crecimiento axénico (tubo de silicona o quitosana) de uno
o ambos extremos de! nervio, ruptura de la cdpsula sc de silicona para liberacién

prolongada de esteroides o su pérdida, detectada por su ausencia en el espacio sc al
momento de sacrificar los animales.
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Métodos de estudio para cumplir los objetivos particulares de analisis
estructural en el nervio ciatico y su regién de dominio medular.
Nervio Ciatico.-

1. Analisis con microscopia de luz del nervio lesionado, fueron registrados:

» Numero de fasciculos de axones presentes en el nervio, asi como la superficie
ocupada por el fasciculo.

¢ % de axones mielinizados y no mielinizados.

¢ % de superficie ocupada por mielina.

2. Analisis al nivel ultraestructural de:

]
'

e Diametro axénico

¢ Identificacién de componentes celulares nerviosos y no nerviosos

Dominio medular del nervio ciatico

Estudio histoquimico con la técnica de Nissl para cuantificar la poblacion neuronal

sobreviviente en el dominio medular del nervio ciatico control y axotomizado.
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6.2 DISENO EXPERIMENTAL.

Tubulizacidon con silicona :

“ Ratas controles, implantadas con una capsula sc de silicona rellena con aceite de
sésamo (vehiculo), al momento de fijar la protesis nerviosa se depositarosn10 pl del

mismo aceite en el interior de la camara de crecimiento axonico, n=7.

Tubulizacion con “quifosana”

+» Ratas controles, recibieron una capsula sc de silicona rellenada con aceite de

sésamo 30 dias antes de la lesién nerviosa y 10 pl de aceite en el interior de la
camara, n=7.

% Ratas implantadas con una capsula sc de silicona rellena con progesterona (15
mg/rata). En el interior de la camara fueron depositados 10 yl de una solucién que

contenia 50 pg/m! de progesterona disuelta en aceite de sésamo, n=7.
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6.3 MANUFACTURA DE TUBOS PARA PROTESIS DE QUITOSANA.

Objetivo:
Elaboracién de tubos de quitosana para formar una camara de crecimiento
nervioso.

La obtencidn de quitosana se describe a continuacién; se utilizaron caparazones
de camarones cocidos, deshidratades a 60° C durante 48 hr en una estufa, el
material desecado se pulverizé hasta alcanzar un tamafio homogéneo de particula
de 2 mm, se utilizaron 200 g de! pulverizado para agregarlos a 400 ml de una
solucion acuosa de hidroxido de sodio 2 M, la mezcla se mantuvo en agitacion
continua durante 3 hr, con una temperatura de 50 a 70 °C, para producir la
desnaturalizacién y precipitacion de proteinas.

A continuacién, 1a mezcla anterior se lavd cinco veces durante 20 minutos (5 x
20 min) con tampdn tris 0.1 M, pH 8, una vez completados los lavados se realizd
digestién con 200 mi de acido clorhidrico 1 N durante 2 hr para desmineralizar la
quitina, y obtener un concentrado libre de proteinas. La mezcla desproteinizada fue
desmineralizada adicionalmente, se lavd con el mismo tampén y se hicieron cambios
{5 x 20 min) a temperatura ambiente y con agitacién constante. La mezcla se seco
durante 48 hr a 60 °C, el material desecado resultante se desacetilo durante 5 hr a
100 + 20 °C mediante_,adicic')n de 400 ml de una solucién acuocsa 2 M de NaOH
(Tomihata e Ikada, 1996), el'material desecado se lavo con el mismo tampdn (5 x 20
min), y nuevamente fue secado en una estufa durante 48 hr a 60 °C, el producto final
de todo el proceso anterior fueron hojuelas de gquitosana, delgadas y blancas.

Para asegurarnos de que éstas poseian todas las propiedades deseables,
fueron solubilizadas en acetato de sodio 0.1 N, pH 4.6, bajo estas condiciones, el
indice minimo resultante de desacetilacién fue de 85%, -aceptable para los
propositos de!l estudio (Graham y col., 1995, Tomihata e lkada, 1998). A fin de
preparar una forma modelable de quitosana que pudiera utilizarse como camara de
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crecimiento axénico, se prepar® una solucion al 1% de quifosana disuelta en una
solucion acuosa con 2% de acido acético, pH 4.

La quitosana disuelta fue vaciada sobre tubos capilares de tefldn, se precipito
utilizando una solucién acuosa con 25% de hidréoxido de amonio y se hicieron
tavados con agua bidestilada (5 x 20 min) para eliminar ios restos de amoniaco, se
secaron los tubos en una estufa a 45 °C durante 24 hr para obtener un tubo de
iguales dimensiones a las del tubo de silicona (0.72 mm calibre interno y 1.42 mm
calibre externo), -utilizado como prétesis para reparacidon del nervio ciatico
axotomizado, mediante tubulizacion. Los tubos de quitosana se mantuvieron

almacenados en alcohol isopropilico al 90% hasta su utilizacién.
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6.4 LOCALIZACION DEL DOMINIO MEDULAR DEL NERVIO CIATICO

MEDIANTE MARCAJE RETROGRADO CON PEROXIDASA DE RAIZ FUERTE
(HRP).

Objetivo:
Identificar la zona de dominio del nervio ciatico en la médula espinal de la rata,

utiizando un grupo de animales controles intactos (n=6), que solamente fueron

destinados a este proposito.

La peroxidasa de raiz fuerte es una glucoproteina con peso molecular de
44,000 Daltons, contiene un grupo prostético hemina unido a un Ca** (Peyronnard y
col., 1988; Kanda y col., 1989; Heathcock, 1993), esta molecula es incorporada al citoplasma
celular mediante fagocitosis y no se degrada por la actividad de lisosomas. Al
inyectarse HRP en el interior de nervios perifericos es delimitada por membranas y
transportada por flujo axoplasmico retrogrado hasta el soma neuronal, donde
permanece sin degradarse. Al entrar en contacto con donadores quimicos de
hidrogeno como; fenoles, diaminas, leucocolorantes, ascorbato, etc. se produce una
reaccion de oxidacion [Donante + H,O, (HRP)= donante oxidado + 2H,0), de lo que
resulta un precipitado cromégeno visible que permite su localizacién a nivel de
microscopia de luz y microscopia electronica de transmisién (Peyronnard y col., 1988;
Kanda y col., 1989; Kliment y col., 1997).

Procedimiento quirtrgico.

Los seis animales fueron anestesiados mediante inyeccién intraperitoneal (ip)
de droperido! {2 mg/Kg) y ketamina (50 mg/Kg), se inmovilizaron en posicién decubito
ventral para mostrar- la cara dorsal externa del muslo derecho, se afeitd Ia zona
quirdrgica y se hizo asepsia con solucidn de icdo, se practicd una incision
longitudinal en |a piel a lo largo del muslo para localizar el musculo gldteo externo y
se separaron sus haces para descubrir el nervio ciatico, ‘el nervio se liberd de sus
tejidos circundantes y bajo técnica microquirdrgica, utilizando pinzas de mosquito

curvas, se pinzo el extremo proximal durante 2 min y simultaneamente el distal, a
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una distancia de 9 mm. Posterior a esto, con una microjeringa Hamilton se inyectaron
8 ul de una solucion al 20% de HRP (Sigma P-8250), disuelta en solucidn salina
fisioldgica, en el interior del segmento nervioso lesionado (1 plf5 min).

La herida quirdrgica fue reconstruida por plancs con catgut cromico 4-0 y
puntos simples separados en piel con nylon 6-0. Los animales se recuperaron sobre
una manta tibia y humeda antes de regresarse a sus condiciones habituales de
bioterio.

Preparacidn de los tejidos para analisis histoquimico.

Quince dias después de la inyeccion de HRP las ratas recibieron una dosis ip
subletal de pentobarbital sodico (50 mg/Kg de peso) y se sacrificaron mediante
perfusi‘én intravascular, de los animales fijados se disecciond el nervio ciatico
Iesion.ado y el contralateral (control), asi como la porcidon medular comprendida entre
la cuarta vértebra lumbar y |a primera sacra 1 (L4 -S1), (Fig. 11). El segmento medular
fue sumergido en una solucién crioprotectora compuesta por 30% sacarosa y 0.5%
de goma arabiga durante 3 dias a 4 °C y se realizaron cortes de 30 pm de espesor
en criostato. Para identificar la peroxidasa exdgena, se incubaron los tejidos en una
solucion al 0.07% de 3°3 -diaminobencidina (DAB) con 0.01% de H,0; durante 10-15
min hasta que se desarrolld6 una coloracidon marrén. Los cortes montados en
portacbjetos fueron deshidratados en series crecientes de alcohol, mezclas de
alcohol-xileno y cubiertos con resina Entellan (Merck 107961 0100) para su analisis
cuantitativo con microscopia de luz.

Fig. 11. Dominio medular del nervio ciatico de la rata (zona sombreada).
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6.5 TECNICAS QUIRURGICAS.

6.5.1 OVARIECTOMIA.
Objetivo:

Extirpacién de las gonédas femeninas para suprimir la influencia de esteroides
perifericos.

Las 21 ratas fueron anestesiadas mediante inyeccion ip de droperidol (2
mg/kg) y ketamina (50 mg/kg), se afeitd el dorso del animal y por detras de la arcada
costal,.en la linea media, se hizo una incisién cutanea de 2 cm de longitud. En ambos
flancos, mediante diseccion roma, fue separado el tgjido celular subcutaneo hasta
visualizar el musculo oblicuo externo abdominal, se hizo un ojal ¢con tijeras de punta
aguda y se penetrd |la cavidad abdominal. Haciendo presion ascendente sobre el piso
del abdomen con la mano izquierda se localizé el ovario, para extirpario se extrajo
del fondo de la cavidad abdominal, después se practico hemostasia mediante
trombosis por torsion, el cuerno uterino se devolvidé a la cavidad abdominal y |a piel

fue cerrada mediante puntos separados con seda de 3-0.

6.5.2 IMPLANTACION DE CAPSULAS DE SILICONA PARA LIBERACION
PROLONGADA DE PROGESTERONA.
Objetivo:

Alcanzar niveles sistémicos estables de progesterona.

La totalidad de los animales fueron anestesiados y afeitados en el dorso, para
practicarles una incision cutanea de 1 cm de longitud en la zona interescapulo-
vertebral, se introdujeron unas pinzas de mosquito largas y mediante movimientos
sucesivos de apertura y cierre se formo un tunel sc para alojar la capsula. La herida se
cerrd mediante dos puntos separados con seda trenzada de 3-0. Las cépsulas fueron
elaboradas usando tubo semipermeable de silicona (Sani-Téch)'de 3.9 cm de longitud,

3.12 mm de diametro interno y 3.82 mm de diametro externo, sus extremos fueron
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sellados con pegamento de silicona de grado meédice (Medical Adhesive 891). Con el
proposito de asegurar la rapida liberacién de la progesterona, las capsulas fueron
preincubaron con movimientos suaves durante 12 hr a 37 °C en solucidn salina al 0.9%,
con 0.01% de albumina sérica bovina (Sigma S-9625) para lograr saturacion de las
paredes. Al sacrificio de los animales nos aseguramos de extraer la capsula para
garantizar su integridad.

Nota : Las capsulas de silicona para la liberacién prolongada de compuestos lipofilicos se
han utilizado desde hace varias décadas y el procedimiento es una parte rutinaria de los
protocolos actualmente en curso en nuestro laboratorio, sin embargo, para asegurarnos de
haber alcanzado fas concentraciones séricas esperadas de progesterona, bajo anestesia
profunda con éter anhidro se sacrificaron por decapitacion dos ratas controles y dos
experimentales a los 14 y 28 dias posimplante sc, siendo estas independientes a las
programadas en nuestros grupos de trabajo, en el suero se cuantificd la concentracion de
progesterona mediante radicinmunoanalisis (RIA).
] .

6.5.3 AXOTOMIA-TUBULIZACION.
Objetivo:

Crear una lesion en el nervio ciatico mediante reseccion de un segmento, para
analizar los efectos por la tubulizacidon con silicona & quitosana y la influencia dei

neuroesteroide progesterona sobre la regeneracidn nerviosa en los animales
tubulizados con quitosana.

Los animales (n=21) fueron anestesiados mediante inyeccion intraperitoneal
(ip) de droperido! (2 mg/Kg) y ketamina (50 mg/Kg), se inmovilizaron en posicion
decubito ventral para mostrar |a cara dorsal externa del musio derecho, se afeité la
zona quirdrgica y se- aplicé solucién jabonosa de yodo como antiséptico, a
continuacién se practicd una incisién longitudinal en la piel a lo largo del muslo para
localizar el mUsculo gluteo externo y se separaron sus haces para descubrir €l nervio
ciatico, este se liberd de sus tejidos circundantes y bajo tecnica microquirurgica se
secciond un segmento de 9 mm, a nivel de! tercio superior de su trayecto por el muslo.
Para evitar |la pérdida del contenido axonal, inmediatamente después de la axotomia,
se insertaron 2 mm del munén axénico proximal y distal en el jnterior de un tubo de
silicona (Dow-Corning), © de un tubo elaborado con guitosana. Ambos fueron de 15

mm de longitud, 1.62 mm de diametro interno y 2.12 mm. de diametro externo.
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Antes de su implantacion las prétesis fueron preincubadas durante 2 hr a 37 °C
en 0.9% de solucion salina. Los mufiones nerviosos se fijaron al tubo mediante dos
puntos de sutura epineural con nylon 10-0, por io que resultdé una cémara de
crecimiento axénico de 11 mm de longitud, con una micro-jeringa Hamiffon, en el
interior de los tubos de silicona fue depositado aceite de sésamo (vehiculo), mientras
que en el interior de los tubos de quitosana se inyectd vehiculo (10 pl), o el
neurcoesteroide progesterona’(m M. La herida quirdrgica se reconstruy¢ por planos
con catgut crémico 4-0 para el tejido muscular y puntos simples separados con nylon
6-0 para la piel. Se permitio la recuperacion de los animales sobre una manta tibia y
humeda antes de regresarse a sus condiciones habituales de bioterio, 10 dias después
de la axotomia se realizd la primera evaluacion funcional del nervio ciatico (IFC),
tomahdo en consideracion los indicadores morfométricos especificados para esta
prueba (Medinaceli y col., 1982; Lowdon y col., 1988; Bain y col., 1989; Johnston y col., 1981; Ninjiang

y col., 1995), la evaluacion fue repetida cada 10 dias, hasta e! dia 80 poslesion.



6.6 INDICE FUNCIONAL DEL NERVIO CIATICO (IFC).

Objetivo.

Valorar la recuperacion motora de la pierna lesionada mediante anélisis de las
huellas.

Consiste en el analisis de la deambulacidon, de modo semejante a como se
describi® en el meétodo de Medinaceli (Medinaceli y col., 1982) con algunas
modificaciones en las dimensiones de la caja de deambulacion, para permitir el libre
paso de las ratas, por lo que fabricamos una caja rectangular de acrilico gris con 10
cm. de ancho, 60 cm. de largo y 11 cm de altura, con una cubierta superior, una puerta
de ingreso y otra de salida. Un dia antes de lesionar el nervio, cada rata fue entrenada
para Eaminar a lo largo de la cdmara de prueba y el recommido se repitid en tres
ocasiones. El piso de la caja se cubri¢ con papet blanco, se sumergieron las patas
traseras de la rata en tinta para sellos de goma de color negro, inmediatamente
después el animal se introdujo en un extremo de la caja para recorreria de un lado a
otro. Se analizaron las huellas de tinta sobre el papel, con el propdsito de registrar
correctamente ia locomocion se realizd un segundo ensayo con e mismo animal,
descartando las huellas con manchas irregulares y en las que se deformé la impresion

por arrastramiento de la cola sobre la tinta. De las huellas se analizaron los siguientes
parametros:

— distancia del talén al dedo medio. Longitud de la huella (PL)
— distancia del I°- 5° dedo. Desplazamiento de dedos (TS)
— distancia entre ef 2° - 4° dedo. Desplazamiento del dedo intermedio (IT)

ey

N T ..._.l J ' a3 : }‘?’R*"l
~ Lo s ; i‘.-:,).a;'
PL’ TS IT

Fig. 12 Parametros del Indice Funcional del Nervio Cidtico.
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Para fines de interpretacion consideramos como referencia los valores promedio
de las huellas obtenidas de la pierna izquierda no lesionada del mismo animal, ellos se
compararon con los resultantes de la pierna derecha axotomizada-tubulizada.
Aplicamos la férmula Bain para calcular el IFC sobre una escala de 0 a -100. Cero
representa funcién normal y -100 incapacidad (Lowdon y col., 1988; Bain y col., 1989;
Johnston y col., 1991; Ninjiang y col.; 1995).

Analisis estadisticos:

Los datos fueron analizados mediante la prueba de analisis de varianza
aleatorizado (ANOVA) de una sola via, seguida de la prueba de Tukey para las
comparaciones post hoc de los valores de medias. Se establecid un nivel de

confianza de P<0.05 para definir como significativas las diferencias.

' BIBLIOTECA CENTRAL



QUITOSANA, PROGESTERONA Y NERVIO CIATICO

6.7 PREPARACION DE TEJIDOS PARA ANALISIS MEDIANTE MICROSCOPIA
DE LUZ Y MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.
Objetivo.

Fijacidn de los tejidos para analisis morfoldgico del nervio regenerado.

A los 60 y 90 dias poslesidbn una parte de los animales controles vy
experimentales fueron sacrificados mediante perfusion intravascular (3 y 4 por
periodo y grupo respectivamente), bajo anestesia profunda por inyeccién ip de
pento}qarbita! sodico (50 mg/Kg de peso).

Perfusion intravascular.

Los animales anestesiados fueron inmovilizados en posicién decubito dorsal, se
practicéd toracotomia amplia para exponer el corazén y los pulmones, con pinzas de
mosquito se pinzé la arteria aorta toracica descendente y se realizd una incision en el
vértice del ventriculo izquierdo para introducir una canula roma del numero 18,
Inmediatamente después, se secciond la auricula derecha y durante 3 min se hicieron
pasar 100 ml de una solucidn lavadora a temperatura corporal, compuesta por 0.9% de
solucion salina isoténica con 1 gr de procaina (Sigma P-9878) y 10,000 Ul de
heparinallitro (Sigma H-3393), bajo presidn de 120 cm® de columna de agua, para
eliminar la mayor cantidad de sangre. Enseguida, a temperatura ambiente, se hicieron
pasar 250 ml durante 8 min de .una solucion fijadora compuesta por 3%
paraformaldehido (Sigma P-.6148) y 1% glutaraldehido (Sigma G-7776) amortiguados
en fosfato de sodio 0.1 M, pH.7.3 y 580 Mosm/l.

6.7.1 DISECCION DE_LOS TEJIDOS.

De ios animaies fijados se separd un segmento amplio del nervio ciatico
tubulizado que contenia completa la camara de crecimiento nervioso (tubo de
quitosana o de silastic), asi como el segmento correspondiente del nervio ciatico
contralateral que no fue lesionado. Ambos segmentos nerviosos fueron sumergidos

durante 4 hr a temperatura ambiente en una solucién fijadora compuesta por 3% de
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paraformaldehido y 1% de glutaraldehido, amortiguados en fosfato de sodio 0.1 M a pH
7.3 y 580 Mosm/lt, luego fueron lavados mediante varics cambios de 20 min con
amortiguador de fosfato. De estos animales también se separé un segmento de la
medula espinal comprendido entre la 4% - 62 vertebras lumbares, para analizar la

supervivencia neuronal mediante tincion con el colorante de Nissl.

6.7.2 INCLUSION DEL SEGMENTO NERVIOSO EN RESINAS EPOXICAS.

De la zona distal del nervio regenerado, a intervalos de 2 mm se obtuvieron
fragmentos de tejido con 1 mm/lado, ellos fueron posfijados durante 2 hr en 1% de
tetroxido de osmio amortiguado en fosfatos, y deshidratados mediante cambios en
serieé ‘crecientes de alcohol {Sigma R-8382) y acetona (Sigma A4208) (2 x 30 min), los
tejidos deshidratados fueron preincluidos en mezclas de resinas epéxicas (SPI 02660-
AB);, 20 min en una mezcla de resinas y solvente en proporcion 1.3, seguida de una
mezcla de Epdn y solvente 111 (20 min), y una mezcla 3:1 de Epdn vy sclvente (30
min), después de esto los tejidos fueron sumergidos durante 1 hr en resina pura, se
hizc un cambio y alli se dejaron durante 12 hr a temperatura ambiente con movimientos
suaves. Finalmente, los fragmentos de tejido fueron incluidos en capsulas Been
(16658-1 Polysciences, Inc.), antes de la polimerizacidon se orientaron para regularizar
la cara de corte y se dejé polimerizar la resina durante 48 hr a 60 °C. De los tejidos
incluidos en resinas, se hicieron cortes de 1 um de espesor con cuchillas de vidrio en
un ultramicrotomo Sorvall y se tifieron con azul de toluidina (Sigma T-0394) para
estudiar la citoarquitectura del nervio con microscopia de luz, fueron cuantificados el
nimero de fasciculos','numero de axones, porcentaje (%) del area ocupada por
mielina, % de axones mielinizados y no mielinizados.

Para el estudio con microscopia electrénica de los tejidos, se hicieron cortes
finos de 70 a 90 nm de espesor en un ultramicrotomo Sorvall (rango dorado a
plateado de! espectro de difraccidn de luz visible), solo fueron analizados los
crecimientos axonicos de los nervios provenientes de tres ratas por grupo
experimental y control sacrificadas a los 90 dias poslesién. Una vez montados los

cortes -tres cortes por rejilla y seis rejillas por animal- fueron contrastados con una
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solucién de acetato de uranilo y citrato de plomo para realizar el analisis
ultraestructural a 3,000 aumentos en campos aleatorios, fue cuantificado el didametro
axonal como indicativo de regeneracion nerviosa, y con base en las caracteristicas
morfolégicas distintivas del nicleo y citoplasma se identificaron elementos celulares y
no celulares de origen nerviosa o no nervioso presentes en el segmento nervioso
regenerado, esto es; presencia de fibras de colagena ¢ elastina, céiulas de Schwann,
fibroblastos, axones mielinizados © no mielinizados en diferente estadio de
maduracién, plasmocitos y leucocitos. Para fines de comparacién el segmento
nervioso contralateral no lesionado de! mismo animal fue considerado como contro!
intacto.

I‘Para analisis del diametro axonal fue utlizado un sistema automatizado
QWINS50 (LEICA) y los valores resuitantes fueron sometidos al mismo tratamiento
estadistico antes descrito, a fin de establecer significancia.
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6.8 ESTUDIO HISTOQUIMICO CON LA TECNICA DE NISSL.
Objetivo.
Determinar la supervivencia neuronal en la zona de dominio medular del

nervio ciatico axotomizado-tubulizado, a diferentes tiempos poslesion.

En un vibratomo {(American Optical) se hicieron cortes coronales de 50 um de
espesor, de las regiones medulares lumbar 4-6, los cortes fueron montados en
portaobjetos gelatinizados y deshidratados mediante cambios sucesivos de 3 min en
concentraciones crecientes de alcohol; 70, 80, 80, 96% vy alcohol absoluto, los cortes
luego fueron sumergidos durante 1 min en una solucion alcohdlica (80%) de eosina
amarillenta, seguida de dos lavados rapidos en alcohol al 96 y 100%, e inmersién
duranlte 2 a 3 min en una solucion al 0.5% de acetato de violeta de cresilo (colorante
de Nissl, Sigma-5042), luego los tejidos fueron deshidratados y montados en resina
Entellan (Merck 1 07961 0100) para su analisis microscopico.

Para identificar cualquier indicio degenerativo se analizé la morfologia de
neuronas presentes en la region medular del nervio ciatico axotomizado, ésta fue
comparada con las imagenes de neuronas presentes en el segmento lumbar
contralateral (control internc). Asimismo, se examiné el grado de compactacion del

neuropilo para detectar la presencia de espacios vacios que contuvieran remanentes
membranales, -sugestivos de necrosis neuronal.

Analisis estadisticos: )

Los datos fueron  analizados utilizando la prueba estadistica de analisis de
varianza aleatorizado (ANOVA) de una sola via, seguida de la prueba de Tukey para
las comparaciones post hoc de los valores de medias. Se establecié un nivel de
confianza de P<0.05 para definir como significativas las diferencias.
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7 RESULTADOS.
7.1 INDICE FUNCIONAL DEL NERVIO CIATICO.

A los 10 dias después de axotomia y tubulizacion del nervio ciatico, tanto los
animales controles como los experimentales revelaron una incapacidad motora
comparable en la pierna lesionada, independientemente de si fueron tubulizados con
silicona o quitosana y del tratamiento con progesterona (Cuadro 1).

A los 30 dias posaxotomia-tubulizacion los mejores resultados, -indicativos de
regeneracién nerviosa, correspondieron al grupo de ratas tubulizadas con quitosana
y tratadas con el neuroesteroide progesterona, sus valores fueron significativamente
diferentes al grupo de animales bontroles que no recibieron progesterona y que
fueron tubulizados con silicona (p<0.05), {grafico 1). A los 90 dias poslesion los
mejor.es resultados se observaron en el grupo de ratas tratadas con progestercna y
tubulizadas con quitosana, a su vez, el grupo de ratas controles que recibieron
protesis de quitosana alcanzé una mejor recuperacion de Ia funcion locomotriz del
miembro dafiado, en comparacion con el grupo de ratas controles que fueron
tubulizadas con silicona {p<0.05), (grafico 1).

Cuadro 1 Evolucion del IFC de los grupos de ratas tubulizadas con quitosana 0 silicona

-100 indica incapacidad y 0 normalidad

PROTESIS DE PROTESIS DE
SILICONA QUITOSANA
GRUPOS PROGESTERON
CONTROL CONTROL A LOCALY
. SISTEMICA
10 | -64.8333 -60.3400 -64.5667
o | a 30 -62.7332 -58.2333 -57.8333
L |8 |60 -60.6000 -53.9667 -51.5833
90 -54,3333 -48.3000 -43.2700
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INDICE FUNCIONAL DEL NERVIO CIATICO
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GRAFICOMUESTRA MEDA t ERROR ESTANDAR
* DIFERENCIA SIGNIFICATIVA CON RESPECTO AL GRUPO CONTRCL

0 INDICA NORMALIDAD, - 100 INCAPACIDAD TOTAL

Grafico 1: Evolucion del jndice funcional del nervio ciatico a través de 90 dias poslesion, los
dos grupos de animales; contfoles silicona y controles quitosana mostraron una mas lenta
recuperacion de la funcién tocomotriz del miembro lesionado, en comparacion con el grupo

de ratas tubulizadas con quitosana que fueron tratadas con progesterona.
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7.2 SUPERVIVENCIA NEURONAL (NISSL).

Para este estudio se realizé la cuantificacion de la poblacidon neuronal con
signos degenerativos presente en la zona de dominio medular del nervio ciatico que
previamente fue identificada mediante marcaje retrogrado con peroxidasa de raiz
fuerte (HRP), utilizando el sistema analizador de imagenes Leica Q500IW, se
revisaron cortes transversales de 50 um de espesor provenientes de medula espinal,
comprendidos entre las zonas lumbares cuarta, quinta y sexta, equivalentes a un
volumen tisular de alrededor de 2.5 cm?. En ninguna de las preparaciones de
médula espinal de ratas controles tubulizadas con silicona o quitosana, vy
experimentales tubulizadas con quitosana que fueron sometidas a los efectos del
neuroesteroide progesterona, se produjo necrosis neuronal en las zonas diana
medulares axotomizadas.

" A

400x B 1000x
Fig 13. Cortes transversales de 50 um de espesor tefidos con la técnica de Nissl,
correspondientes a la 57 region medular lumbar. Las flechas indican neuronas motoras de
aspecto normal. (A: Imagen panoramica que muestra un agregado de somas neuronales
pertenecientes al dominio del nervio ciatico axotomizado-tubulizado, B: A mayor

amplificacion se muestra una neurona en la que se distinguen cuerpos de Nissl
intracitoplasmaticos).
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7.3 ANALISIS CON MICROSCOPIA DE LUZ ©DEL NERVIO EN
REGENERACION.

Al final del estudio, en el 95.23 % de los animales lesionados se produjo
crecimiento nervioso a través de la camara de crecimiento axdnico de quitosana o
silicona (prétesis), independientemente del tratamiento con progesterona (Cuadro 2).
Sin embargo, debido a que no es posible demostrar que todos los crecimientos
observados permitiran recuperar totalmente las funciones motora y sensitiva de la
pierna lesionada, se realizd un estudio de la anatomia microscépica del nervio en
regeneracion, con el propdsito de aumentar la informacién acerca del grado de
reorgénizacién de los crecimientos axonicos, -indicativo de su maduracidn, asi como
un andlisis con microscopia electronica de transmisién de los nervios en

regeneracion, con el proposito de identificar los componentes celulares presentes.

Cuadro 2: Crecimientos axénicos alcanzados a los 60 y 90 dias posiesion

n=7
GRUPOS NUMERO DE CRECIMIENTOS
Control-silicona 7
Control-quitosana 6f7
Progesterona local y sistémica-quitosana 717

% de éxito = numero de crecimientos / total de operados
=20 /21X100=9523%

Se realizé un analisis microscopico del contenido de la camara a ios 60 y 90
dias poslesion para identificar los tipos de crecimiento nervioso (Cuadro 3), asociando
las dos principales situaciones experimentales; tipo de prétesis (silicona 6 quitosana)
y la presencia o no de progesterona, de lo anterior fue posible identificar cuatro tipos

de crecimientos nerviosos que se describen a continuacion:
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Cuadro 3: Caracteristicas macroscépicas de los crecimientos nerviosos observados

en los grupos tubulizados con prétesis de silicona, quitosana y quitosana y progesterona.

*T]= 7

Tubulizacién Tubulizacién con

Tipo de Crecimiento con silicona quitosana
Prog.
Control . | Local
N Control sist. *y
Formacion de un cable de crecimiento 3 2 1
axdnico entre los dos murfiones nerviosos.
Crecimiento nervioso organizado y regular 3 2 6
entre ambos conos axonicos.
Crecimiento nervioso fuera y por encima de 1
la camara de crecimiento axéniceo.
Crecimiento axénico desorganizado e 1 1
irregular
No se observo crecimiento 1

Estudio de la citoarquitectura del nervio en regeneracion:

Con la ayuda del analizador de imagenes Leica QWIN550 se estudiaron
cortes transversales de 1 pm de espesor de los crecimientos nerviosos, se cuantificd
el area fascicular (conjunto de axones), la superficie ocupada por mielina (%) y el
porcentaje de axones mie’finizados, asimismo se realizd una descripcidn histologica
del contenido de las camaras de crecimiento axonico. Para ello se utilizaron tejidos
incluidos en piastico (resinas epoxicas) que fueron tefidos con azul de toluidina y
cortados en un ultramicrotomo con cuchillas de vidrio.

En los crecimientos nerviosos de los animales tubulizados con silicona y
sacrificados a los 60 dias poslesion se distinguio e! epineuro formado por una capa
concéntrica-estratificada de tejido conectivo laxo, en ella se observaron algunos
fibroblastos, también se distinguid el perineuro, alli se observaron células de soporte
y fibras reticulares, en la regién mas interna del nervio; en el endoneuro, se

observaron axones mielinizados y no mielinizados aislados, espacios redondeados
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correspondientes al lumen de capilares sanguineos, y células de mayor tamafio que
los fibroblastos, por su morfologia ellas fueron identificadas como celulas de
Schwann (Fig. 15).

En los crecimientos nerviosos de los animales axotomizados y tubulizados con
quitosana sacrificados a los 60 & 90 dias poslesion, también se diferenciaron las
principales zonas de compartamentalizacion de un nervio normal. Entre el epineuro y
perineuro estaban presentes numerosas células del endotelio vascular, muy similares
a las observadas en nervios tubulizados con silicona, ademas de leucocitos
mononucleados y polimorfonucieados (Fig. 14), la mayor concentracion de estos se
observd cerca de ia pared de la camara de quitosana. Entre los componentes
endongurales presentes al dia 60 poslesion en nervios tubulizados con quitosana
pudieron distinguirse fibras de arregio concéntrico reticular, fibroblastos, células
endoteliaies vasculares, axones mielinizados y no mielinizados.

El area fascicular y el calibre del crecimiento axdnico que fueron cuantificados
a través del curso temporal (60 y 90 dias poslesion), no mantuvieron una relacién
constante entre los diferentes grupos de animales controles y experimentales (Cuadro
4). En el grupo de ratas tubulizadas con silicona se encontré una mayor superficie del
area ocupada por mielina y mayor cantidad de axones mielinizados, en comparacion
con los grupos de animales que fueron tubulizados con quitosana. La miglinizacién
fue mas notable en el grupo de animales tratados con progesterona y tubulizados
con quitosana (grafica 5). Los tejidos examinados de éstos animales revelaron en sus
nervios una mayor area ocupada por mielina que la correspondiente a un nervio
control intacto (p<0.05). . ~

A los 60 dias poslesidn se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de superficie nerviosa ocupada por mielina, al comparar los nervios
axotomizados que fueron tubulizados con quitosana, con los nervios tubulizados con
silicona, el mejor efecto se logrd por la tubulizacidn con quitosana y tratamiento con

progesterona (Cuadro 4).
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——

BIBLIOTECA CENTRAL

1000x

Fig. 14. Se muestra la poblacion de células no nerviosas presentes en la vecindad de

la pared interna de la protesis de quitosana, se distinguieron abundantes células
estrechamente asociadas con la quitosana, por su morfologia fueron identificadas
como leucocitos mononucleados y polimorfonucleados, (inclusién en resinas
epoxicas, técnica de azul de toluidina, espesor 1 pm).

Cuadro 4: Analisis del numero de fasciculos de axones y area del calibre nervioso
(um?) del extremo distal del nervio de animales controles y experimentales
sacrificados a los 60 y 90 dias poslesion, se muestra el valor promedio de los

crecimientos observados en cada grupo.

DIAS POSLESION

60 90
NUMERO DE AREA (um?) NUMERO DE 2
FASCICULOS FAsCicuLos ~ AREA(um)
Control silicona 1 13,218.9 1 16,088.6
Control 1 31,685.44 1 32,587.23
quitosana
Progesterona 1 20,575.70 1 37,453.20

local y sistemica
—quitosana
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En todos los cortes analizados de nervios en crecimiento provenientes de los
diferentes grupos de ratas controles y experimentales, se produjo un incremento de|
area fascicular con respecto al tiempo transcurrido después de la axotomia-
tubulizacion. A través del estudio, los nervios tubulizados con silicona revelaron una

menor area, comparados con los tejidos de animales tubulizados con quitosana.

Mielinizacion del extremo distal del nervio en regeneracién.

AXONES MIELINIZADOS (%)

SUPERFICIE OCUPADA POR MIELINA (%)

El eje de las X muestra los diferentes tiempos poslesidon en que se realizé el estudio.
INDICA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA P.0.05

SILICONA QUITOSANA QUITOSANA -PROGESTERONA

AR R RN N N [ N

Gréfica 2. Se muestra los resultados obtenidos en los grupos de ratas controles

lesionadas (sin progesterona) y tubulizadas con quitosana (con progesterona), sobre ia
mielinizacion del extremo distal del nervio en regeneracion.

A los S0 dias después de la axotomia-tubulizacion en que finalizé el estudio,
los mejores resultados se observaron en |0s nervios de ratas que fueron implantadas
con protesis de quitosgné‘y tratadas con progesterona, en ellos se observd una
mayor superficie mieliﬁizada, asi como un mayor porcentaje de axones mielinizados.
En los crecimientos nerviosos provenientes del grupo de ratas tubulizadas con
protesis de silicona se produjo un menor desarrollo, al compararios con los

crecimientos presentes en ratas controles (sin progesterona) que fueron tubulizadas
con quitosana.
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TUBULIZACION CON QUITOSANA
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TUBULIZACION CON SILICONA
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CONTROL

Figura 15: Fotomicrografias de cortes transversales del extremo distal del nervio ciatico.
( La serie corresponde a cortes de 1um de espesor, de nervios incluidos en resinas epdxicas

tefiidos con azul de toluidina, 400x).
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7.4 ESTUDIO A LOS 90 DIAS POSLESION DEL SEGMENTO MEDIO DEL

NERVIO EN REGENERACION MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE TRANSMISION.

Se analiz6 la porcion media del crecimiento nervioso en el interior de la
camara de crecimiento axénico de ratas controles y experimentales, se selecciond la
etapa de 90 dias poslesién con el objeto de identificar la poblacién celular presente,
asi como la organizacidn de los componentes tisulares en este estadio de
maduracién del nervio en regeneracion, -la mas cercana a la recuperacion final a
través del curso temporal estudiado. Fueron cuantificados indistintamente; el nimero
de axdnes mielinizados y no mielinizados, asi como el diametro interno de los axones
presentes en cada campo visual examinado -equivalente a 368 pm? - como
indicadores de una regeneracion exitosa o de fracaso regenerativo, también se
realizé una descripcidén de los componentes celulares impiicados en la regeneracién
nerviosa, su identificacién estuvo basada en el analisis de su morfologia
ultraestructural.

Descripcién de los componentes celulares.

En los cortes transversales provenientes de nervios obtenidos de animales
tubulizados con silicona 6 quitosana se observaron axones mielinizados y no
mielinizados de diferente diametro, células con morfologia diversa y vainas de
mielina con espesor variab_le, en todas las muestras examinadas la mielina mostro
aspecto compacto y formas esféricas regularmente distribuidas a través del corte. En
estas preparaciones no se-identificaron células de origen inflamatorio, estuvieron
presentes algunos componentes extracelulares de tejido fibroconectivo laxo, cuya
presencia esta asociada con la formacion de una cicatriz incipiente y el andamiaje
para la organizacidén fascicular de ios grupos de axones; fibras elasticas, reticulares
y colagenas.

En cambio, en los cortes examinados de nervios de animales que fueron
tratados con progesterona y tubulizados con quitosana lse c;bservaron axones de

mayor tamano y mielinizados en su totalidad, asi como vainas de mielina

60



QUITOSANA, PROGESTERONA ¥ NERVIO CIATICO

homogéneas en su espesor, la morfologia axénica y su arreglo fueron similares a las
observadas en los cortes de nervios intactos (Fig.16-A), sin que se identificaran
células de origen inflamatorio, tampoco se observaron fibras de colagena, reticuiares

o elasticas, -indicativas de una reaccién cicatrizal (Fig. 16 B, C y D).
Cuantificacion del diametro interno axénico (calibre).

Debido a que los axones estan directamenie implicados en el éxito
regenerativo de un nervio lesicnado, y de su funcionamiento adecuado depende la
conduccion de estimulos hasta la placa neuromotora, se cuantificd el diametro
interno axénico como uno de los principales criterios indicativos de regeneracion

(Peyronnard y col., 1987; Bieri y col 1997, Elder y col., 1998).

Al realizar la comparacion entre los resultados obtenidos del andlisis de
nervios en regeneracion de ratas controles tubulizadas con silicona o quitosana,
respecto a los tejidos de ratas controles-intactos, ninguno de los grupos tubulizados
alcanzé los valores de normalidad, ambos difirieron significativamente del grupo
control intacto {p<0.05) (grafico 4). El mayor calibre fue alcanzado en los nervios
provenientes del grupo de animales tubulizados con silicona, cuando fueron
comparados con los tejidos de ratas controles tubulizadas con quitosana. Por el
contrario, se alcanzarcn los valores mas cercanos a la normalidad en el analisis
cuantitativo de cortes correspondientes a los crecimientos nerviosos del grupo de
ratas tratadas con progesterona y tubulizadas con quitosana. No se encontraron
diferencias significativas cuando fueron comparados los valores de estos animales
con los correspondientes al grupo de nervios controles intactos, sin embargo; al
comparar los valores de estas ratas quitosana-progesterona, contra ios obtenidos de
los otros dos grupos de animales tubulizados (vehiculo-silicona y vehiculo-
quitosana), las diferencias fueron significativas (p<0.05).

Estos resultados demuestran que el tratamiento con progesterona mejoré los
efectos que se alcanzaron con la protesis de quitosana,, y estos efectos se
manifestaron principalmente sobre el calibre axonico, fue mayor que el observado

en los otros dos grupos de ratas que no fueron tratadas con esta hormona.
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Numero de axones por campo visual cuantificado (368 pm?)

En el andlisis de cortes de nervios en regeneracion, provenientes de ratas
sacrificadas a los 90 dias después de la axotomia y tubulizacién del nervio cidtico,
los mejores resultados corfespondieron al grupo de animales tubulizados con
quitosana, en comparacion con los tejidos de animales controles intactos (p<0.05)
(grafico 5), se identificd un mayor numerc de axones, indicativos de los efectos
favorables por la prétesis de quitosana.

Al comparar ios valores obtenidos del analisis de cortes provenientes del
segmé‘nto medio de los crecimientos nerviosos en el grupo de ratas tubulizadas con
quitosana que no fueron tratadas con progesterona, con respecto a los valores de
animales controles-vehiculo tubulizados con silicona, no se observaron diferencias
significativas entre ambos. Las diferencias si resultaron significativas en la
comparacion respecto al nimero de axones presentes en las muestras del grupo de

nervios controies intactos, -los tejidos experimentales revelaron valores superiores a
estos Ultimos,

Los animales tubulizados con quitosana que previamente recibieron implantes
sc para liberacion prolongada de progesterona y en los que también se deposito este
esteroide en el interior de la prétesis para lograr efectos "in sifu", no mostraron
diferencias estadisticas eg.eI nimero de axones, al compararios con los otros dos
grupos de animales tuhulizados (quitosana sin progesterona), (silicona-vehiculo). Las
diferencias principales consistieron un mayor grado de organizacion estructural, -
atribuible a los efectos sistémicos y locales de |la progesterona, este arreglo fue muy

parecido al que se observ en los nervios controles-intactos (Fig. 16-D 1 y 2).
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Regeneracién del nervio clatico de ratas.
SEGMENTO MEDIO DEL CRECIMIENTO NERVIOSO.

4 -
[___] CONTROL INTACTO
271 CONTROL SILICONA
T CONTROL QUITOSANA
£ T B223 QUITOSANA PROG.
= *
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g 4 =
a X 2 - / \
o
e / \
®
Sl 1
0 / \\
90 dias después de axotomia-tubulizacion.
*Indica diferencia significativa con respecto al grupo control intacte ANOVA-Tukey (p<0.05)

Labarra marca la media + error estandar

Grafico 4. Se muestra el promedio del diametro interno axénico en el segmento
medio del crecimiento nervioso a los 90 dias poslesidn-tubulizacién, destaca el efecto
benéfico por la influencia de progestercna, en comparacion con les tejidos de

animales controles-intactos (p<0.05).
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Regeneracién del nervio clatico de ratas.
SEGMENTO MEDIO DEL NERVIO £EN REGENERACION.
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Gréfico 5: Numero promedio de axones en cortes de crecimientos nerviosos de
animales controles y experimentales, destacan los efectos benéficos de la quitosana,
ella produjo el mayor incremento del numero de axones —indicativo de regeneracion

nerviosa—.
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Fig. 16. Fotomicrografias de cortes transversales de 60-80 nm de espesor, del
segmento medio del nervio en regeneracion. Tejidos incluidos en resinas epdxicas y
contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo, amplificacién 3 K.

A) Nervios Controles Intactos, B) Controles Silicona, C) Control Quitosana y D)

Quitosana-Progesterona.

A) NERVIOS CONTROLES INTACTOS: Se observan axones (AM) de apariencia
normal con un espesor homogéneo de mielina, se distingue una célula de Schwann

envolviendo un axén (flecha). Barra = 2 ym.
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B) CONTROLES SILICONA: En ambas fotomicrografias, se identifican axones
mielinizados (AM), en proceso de mielinizacion y no mielinizados (PA), en todos los
cortes examinados se observaron axones de calibre irregular. Barra = 2 um.
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C) CONTROL QUITOSANA: En la fotomicrografia 1 y 2 se observan células de
Schwann en distintos estadios de maduracion (flechas), asi como fibras de colagena,
elasticas y reticulares (*). También se identifican axones mielinizados (AM) y no
mielinizados (PA), el la fotomicrografia numero 1, se observa un fibroblasto (f), Barra
=2 pum.
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D) QUITOSANA-PROGESTERONA: Se observan en ambas imagenes axones
mielinizados (AM), ellos muestran caracteristicas morfolégicas semejantes a las
observadas en los axones presentes en cortes de nervios controles intactos en la
ultima fotomicrografia se distingue una célula de Schwann envolviendo un axén
(flecha), ademas de axones mielinizados y en proceso de mielinizacion (PA).

Barra =2 pm.
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8 DISCUSION

Las protesis de quitosana no produjeron manifestaciones evidentes de
rechazo, al parecer este biomaterial fue bien tolerado ai utilizarse como prétesis para
facilitar la regeneracion del;'nervio ciatico axotomizado de ratas, por lo puede
considerarse como una alternativa terapéutica de gran valor en la medicina
reconstructiva, sin embargo no es posible afirmar que puede utilizarse para otras
especies animales sin ningun riesgo, para ello es necesario que se realice un estudio
de tipo inmunolégico que revele si existen manifestaciones de respuesta celular o
humoral por |la presencia de la prétesis, lo anterior es actualmente motivo de estudio
en nuestro laboratorio.

En la rata se ha descrito una gran tolerancia inmunoldgica, aparte que la
cantidad utilizada de quitosana fue minima, respecto a la masa corporal del animal,
para otras posibles aplicaciones de la quitosana, como por ejemplo; para el
revestimiento de areas extensas de superficie corporal lesionada por abrasion o
gquemadura, podria suponerse que la posible respuesta seria mas intensa, por la
mayor superficie de contacto.

En este estudio, en los crecimientos nerviosos que se observaron en los
tejidos de ratas tubulizadas con protesis de quitosana se distinguieron crecimientos
axonicos similares a los resultantes en nervios de animales tubulizados con prétesis
de silicona, sin embargo una de las principales ventajas por el uso de las primeras
es que no se requiere de una segunda cirugia para retirarlas, debido a que
gradualmente desaparecen, al ser atacada la quitosana por enzimas tisulares (Alian,
1984; Tomihata y col., 1997); esta propiedad fisica de |la quitosana quedo demostrada al
analizar las paredes del tubo a los 90 dias después de haber colocado la prétesis, en
ellas se observ6é un desgaste notable, por lo que suponemos que terminara por
desaparecer completamente en un periodo de tiempo mayor, para demostrar esta
hipotesis seria necesario realizar otros estudios por periodos de tiempo mas largos
con implantes de quitosana de ia misma composicion quimica que la utilizada en este
estudio -- N-acetilgiucosamina -- (Allan, 1984; Kristiansen, 1998; Hirano y Midorikawa, 1998) |
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ya que otra de las cualidades de este material es la posibilidad de modificar su forma
quimica mediante la incorporacién de otros compuestos como aldehidos, para formar
entrecruzamientos poliméricos gue hagan mas estable el compuesto y prolonguen su
permanencia en los tejidos por periodos variables de tiempo. Un inconveniente por el
uso de aldehido (glutaraldehido) es la mayor reaccion tisular que no favorece la
reparacion del dafio, por lo que otra posibilidad es el usc de compuestos como el
acido glioxalico, que ademas puede modificar las propiedades fisicas del compuesto
(adhesividad, elasticidad, dureza etc.) (Kas y col., 1997).

En el analisis microscopico de las paredes externas del tubo se identificaron
abundantes leucocitos, asi como macréfagos, la presencia de éstos ultimos podria
explicar el desgaste observado de la quitosana, por sus propiedades fagociticas
(Nicoli-Aldini y col., 1993; Lee y col., 1995; Tomihata y col., 1997).

Tal como habia sido reportado previamente por diferentes autores, ia
aplicacion del Indice Funcicnal del Nervio Ciatico (IFC) resulté una prueba adecuada
para valorar |la regeneracion nerviosa, -evaluada mediante el control motor de los
dedos a través del anélisis de huellas, que refleja la recuperacién motora de ia
pierna lesionada (Lowdon y col., 1988; Bain y col., 1988; Johnston y col., 1881; Ninjiang y col,,
1995), sin embargo es importante hacer notar que mediante esta prueba solamente se
analiza una de las funciones de la pierna lesionada, sin que sea posible inferir que
es o que sucede con las fibras sensitivas, debido a que el nervio ciatico es un nervio
mixto, para ello seria necesario realizar estudios de electroconductividad en
respuesta a potenciales evocados, lo que no corresponde a los objetivos propuestos
en este estudio. )

Al analizar los diferentes parametros contemplados para este estudio se
hicieron evidentes notables diferencias entre ios dos grupos de animales controles;
cuyos nervios fueron reparados utilizando tubos de quitosana o silicona. El uso de
uno u otro tipo de  protesis produjo diferentes resultados, los mejores
correspondieron a la quitosana, independientemente de sus efectos benéficos
directos, este biomaterial también puede utilizarse como vehiculo para la liberacién
prolongada de otras substancias con efectos mitogénicoé o troficos para el tejido

nervioso lesionado, por si misma parece actuar como matriz para orientar ei
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crecimiento de neuritas y asi facilitar la recuperacion del nervio en regeneracidn (Utley
y col., 1996).

En los animales pertenecientes al grupo de ratas que fueron implantadas con
capsulas subcutaneas de silicona para la liberacion prolongada de progesterona, a
fin de que alcanzaran niveles séricos estables antes de practicar la axotomia y
tubulizacién con quitosana, - este neuroesteroide permitid que el IFC alcanzara
valores mas cercanos a la normalidad al finalizar el estudio. Ademas; en el examen
estereomicroscdpico, la apariencia de estos nervios fue lo mas parecida a la de
nervios normales. Todos estos datos nos confirman que es posible utilizar prétesis
para liberacién prolongada de ésteroides a partir de quitosana, este recurso
repre.s‘enta una alternativa terapéutica importante para una posible aplicacién en
clinica reparativa humana. ,

Al realizar el analisis microscépico del dominio medular del nervio ciatico
utitizando la tincion de Nissl para el marcaje de neuronas, de las cuales se analizd su
integridad, en ninguna de las muestras analizadas se identificaron células con
signos degenerativos, o que hayan sufrido necrosis. Estos resultados demuestran
que la axotomia seguida de tubulizacién del nervio ciatico con prétesis de quitosana
o silicona, no produjo degeneracion neuronal en ninguno de los periodos analizados
(60 y 90 dias post-axotomia), independientemente de los posibles efectos benéficos
de la progesterona sobre la supervivencia neuronal. La tubulizacion impidié que se
produjera degeneracién neuronal retrograda, que podria haberse manifestado por
cromatolisis, excentricidad nucleolar, edema, vacuolizacidén y finalmente necrosis
(Hans, 1989, Chaudhry y’col'.,. 1992; Dumitru, 1994; Ganong, 1997).

Debe sefialarse que a tubulizacién temprana de un nervio seccionado es un
factor de fundamental importancia para que pueda lograrse la regeneracion del
mismo, no seria posibie lograr los mismos resultados cuando se tubulice un nervio
seccionado despue’s- de una hora o en tiempos mas prolongados, ya que para
entonces seria necesario hacer reseccion de un segmento, -a fin de alcanzar una
porcion del nervio que no haya sufrido degeneracién, resultando un alargamiento de
la distancia entre los mufiones, este es el segundo aspécto 'que debe tenerse en

cuenta para alcanzar una regeneracién exitosa, ya que a pesar de gque se tengan
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todas las circunstancias favorables, existen limites maximos permisibles de
separacion entre los extremos del nervio, para alcanzar una regeneracion exitosa,
ya que en distancias mayores a 15 mm es menos probable lograr una regeneracion
nerviosa exitosa (Lundborg y col., 1994; Chavez-Delgado y col., 1997, 1998). En ei estudio
histolégico con microscopia de luz de cortes transversales de los extremos distales
de nervios regenerados a través de protesis de silicona © quitosana, se observé un
mayor grado de organizacion estructural en el grupo de animales tubulizados con
silicona, comparados con los crecimientos presentes en 10s nervios provenientes del
grupo de animales controles tubulizados con quitosana, due no recibieron implantes
sc de progesterona desde antes de seccionar el nervio.

_En estos nervios solo se observaron crecimientos monofasciculades,
parecidos a l0s que se encuentran en un nervio normal, esto nos indica un estadio de
maduracién casi completa del crecimiento nervioso, el cual estaba compuesto por
una sola capa de células perineurales envolviendo al crecimiento nervioso, como ya
ha sido descrito por otros autores con modelos similares de reparacion mediante
tubulizacién (Morris y col., 1972; Williams y col., 1987; Lundbreng, 1988; Spector 1991, 1992).

Por otra parte, e! neuroesteroide progesterona, en combinacién con la
protesis bioactiva de quitosana contribuyd notablemente a incrementar el nimero de
axones, su tamano y el grado de mielinizacion axdnica, estos resultados nos
permitieron confirmar la hipétesis motivo de este estudio, -el uso combinado de
progesterona y protesis de quitosana facilita la regeneracidon del nervio cidtico
axotomizado de ratas- , ya que los crecimientos resultantes tuvieron una
organizacién muy semejante a la que corresponderia a un nervio control no
lesionado. | -

En los tejidos nerviosos del grupo de ratas que recibieron implante sc de
capsula de silicona para iiberacién prolongada de progesterona, y en las que se
colocaron protesis de quitosana conteniendo progesterona en sus paredes para su
liberacion “in sitt”, se observé un aumento del area ocupada por mielina, en
comparacién con los valores obtenidos de nervios controles intactos. Lo anterior
posiblemente fue debido a una sobre-estimulacién inducida por los efectos “in situ” y

sistémicos de progesterona, sobre las células de Schwann (Koenig y col., 1895, Baulieu y
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col., 1997; Desarnaud y col., 1998). Posiblemente el estadio en que fueron sacrificados los
animales correspondié a una etapa intermedia en la regeneracion y maduracién del
nervio lesionado, sin que se haya completado la remodelacion de las estructuras
nerviosas neoformadas, lo cual se ha descrito que sucede en estadios tardios
mediante un mecanismo apoptético (Martin y col., 1999), de modo semejante a como
normalmente se produce remodelacién del tejido nervioso durante el desarrollo
posnatal.

Del analisis con microscopia de luz, en cortes transversales de nervios de
ratas sacrificadas a los 90 dias después de la axotomia-tubulizacion, tanto en los
tejidos de animales controles tubulizados con prétesis de quitosana o silicona se
identificaron células de Schwann, fibroblastos y células endoteliales vasculares en
distintos estadios de maduracién, asi como fibras de coldgena, elasticas y
reticulares.

Consideramos favorable la presencia de éstas células;, por una parte son
componentes de una cicatriz incipiente y asimismo pueden considerarse como
precursores de una matriz celular y de tejido conectivo laxo, misma que
posteriormente contribuira a la formacién de una membrana basal, -substrato de
crecimiento para las fibras nerviosas y la produccion de factores tréficos (Kanje y col.,
1988; Chen y col., 1989, 1995; Chongliang y col., 1992; Spector y col., 1993; Varén, 1993), estos
elementos celulares y del tejido conectivo normalmente estan presentes durante la
regeneracion de un nervio periférico.

A través del estudio, en ninguna de las muestras analizadas se identificaron
células de origen inflarpatiirio, tampoco se observé una cicatriz fibroide ocupando el
iugar del nervio en regeneracion, independientemente del tipo de prétesis utilizada y
de! tratamiento con progesterona. Lo anterior indica que la manipulacién quirdrgica
se realizé adecuadamente y que la presencia de quitosana no provocé inflamacion
local, tomando en consideracién los parametros analizados es posible afirmar que
fue igualmente tolerada que la silicona.

l.os mejores crecimientos nerviosos correspondieron al grupo de animales que
fueron ftratados con progesterona sistémica (:’mplantes‘ sc' de sificona para la

liberacion prolongada de progesterona desde antes de provocar la fesion) y local
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(tubos de quitosana que contenian progesterona embebida en sus paredes), en |0s
cortes de estos nervios se observaron axones mielinizados de aspecto muy
semejante a los de nervios controles intactos.

En el analisis mediante microscopia electrénica de los crecimientos nerviosos
de animales sacrificados a los 90 dias poslesion no se observaron células de origen
no nervioso 6 inflamatorias,. en ninguno de los grupos de animales controles y
experimentales. En los cortes provenientes de los animales controles se pudieron
observar elementos de tejido conectivo precursores de la organizacion de una
estructura fascicular, células de Schwann en distintos estadios de maduracion -
tomando en consideracién la distribucion y el aspecto de la cromatina nuclear; los
mayores acumulos perinucleares de heterocromatina fueron considerados como
indicétivos de inmadurez-. También se observaron axones mielinizados y no
mietinizados de distinto calibre, asi como vainas de mielina compacta de espesor
variable, todo esto indicativo de un nervio en proceso de maduracion.

En ninguna de las muestras del segmento nervioso distal se observaron
axones con indicios de degeneracion, manifiesta por fragmentacion de las laminas de
mielina o retraccion axonal. Por otra parte, se observaron axones de mayor calibre y
completamente mielinizados en los crecimientos nerviosos donde se utilizaron
prétesis de quitosana y los animales estuvieron bajo la influencia “in sify”" y sistémica
de progesterona, en estas preparaciones l|os axones revelaron una mayor
homogeneidad en el espesor de las vainas de mielina, siendo esta imagen muy
similar a la observada en nervios controles intactos.

Estos resultados ‘confirman  1os hallazgos previamente reportados, se
describieron efectos benéficos de la progesterona sobre la rearganizacién de nervios
periféricos lesionados, estas acciones fueron explicadas por una influencia especifica
del esteroide sobre receptores clasicos a progestagenos (via interaccidén con
GABA,), fue promoQida la activacion de mARN para proteinas implicadas en la
sintesis de mielina (MAP, MBP, MAG, PO y PMP22), asi como la produccion de
factores troficos, promotores del crecimiento nervioso y proliferacion de células de
Schwann. De esta manera, la progesterona posiblemenie p‘rodujo sus efectos al

unirse a sitios receptores especificos, ellos han side descritos en el nervio ciatico y
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célutas de Schwann, donde modulan la sintesis y metabolismo de proteinas
productoras de mielina (Morfin y col., 1992; Akwa y col., 1993a; Koenig y col 1995; Baulieu y col.,
71 997; Desarnaud y col., 1998; Reiner y Florian, 1999; Melcangi y col., 2000).

Por lo anterior, es posible afirmar que con la combinacion de dos factores;
prétesis nerviosas biocompatibles y tratamiento con esteroides neuro-activos puede
ofrecerse una aiternativa terapéutica distinta a las actualmente utilizadas para
reparacion de nervios lesionados, que podria aplicarse en cirugia reconstructiva de
lesiones nerviosas, que por sus caracteristicas estan fuera de! alcance de los
métodos convencionales. Una de las limitaciones que pueden surgir para la
utilizacion de progesterona es por sus caracteristicas de hormona femenina, sin
emba|rgo existen otros compuestos como |la pregnenolona que podrian utilizarse para
varones, aparte de que también es posibie la utilizacion “in sify” de los esteroides,
con efectos favorables semejantes a los descritos.

Por otra parte, ademas de! estudio de tolerancia inmunolégica mediante
analisis de las respuestas celular y humoral de los individuos implantados con
quitosana, es necesario realizar un estudio estructural para identificar el linaje de
cada uno de los elementos celulares y no celulares presentes en el nervio en
regeneracién, mediante analisis inmunocitoquimico con microscopia electronica de
transmisién, a fin de aumentar la comprensién del fenémeno. Del mismo modo, el
estudio correlativo entre morfologia y funcionalidad, -evaluada mediante andlisis
electrofisiologico haria posible determinar si también se produjo regeneracion de
fibras sensitivas, -indicativa de una completa regeneracion del nervio.

EN RESUMEN, e

Mediante la utilizacién del modelo de tubulizacién de! nervio citico de ratas
adultas se analizaron los efectos por el uso de protesis de quitosana, en combinacién
con progesterona, -ho_rmona gonadal que es también un neuroesteroide, y que ha
demostrado efectos facilitadores sobre la reorganizacion de nervios lesionados.
Tomando como referencia la utilizacion de prétesis de silicona se analizaron los
siguientes parametros;

a Velocidad de recuperacion motora de la pierna lesionada.
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b Reactividad glial en el dominio medular del nervio ciatico axotomizado-
tubulizado (Gémez-Pinedo y col., 1997, 1998ab).

o Arreglo histoldgico del nervio axotomizado y tubulizado (segmento distal).

d Organizacion ultraestructural de elementos extracelulares, células nerviosas y
no nerviosas presentes en la camara de crecimiento nervioso.

Los resultados obtenidos de los distintos parametros examinados demostraron
que las prétesis de quitosana produjeron efectos comparables a los que se lograron
por el uso de protesis de silicona, la ventaja por el uso de |las primeras es el evitar
una segunda cirugia para retirartas, los mejores efectos sobre la respuesta
regenerativa de ios nervios se lograron por la combinacién de prétesis de quitosana y
el usa del neuroesteroide progesterona. Este esteroide estimula el crecimiento
nervioso, independientemente de las consecuencias por el tipo del material utilizado
para elaborar la protesis.

Deben realizarse estudios adicionales para garantizar la ausencia de efectos
secundarios por la presencia prolongada del biomaterial analizado, asi como su
posible utilizacién para liberacion prolongada de compuestos, - esto Ultimo tendria
significativas implicaciones benéficas en lesiones del tejido nervioso.
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CONCLUSIONES

La progesterona facilité la regeneracidn del nervio ciatico de ratas

axotomizado y tubulizado.

El uso de quitosana produjo mejores resultados QUe la silicona, sobre la

recuperacion funcional del nervio lesionado.

La utilizacién de quitosana en combinacién con progesterona favorecié la

regeneracion y recuperacion funcional de! nervio ciatico lesionado.

La ausencia de efectos secundarios atribuibles a la presencia de la prétesis de

quitosana, que padrian haberse evidenciado mediante las técnicas de analisis
, utilizadas y los hallazgos morfoldgicos indicativos de regeneracién nerviosa

permiten proponer la utilizacién del biomaterial “quitosana” en la reparacion de

nervios de otras especies animales.
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