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1. Les lesions de nervis periférics

1.1. Agents causants de lesions de nervis periférics

Els nervis periférics poden afectar-se per una gran varietat d'agressions que comporten en darrera
instancia lesions estructurals i funcionals dels axons que els componen. Com a conseqiiéncia de la
lesid, s'altera la capacitat per a transmetre impulsos nerviosos, i disminueix o desapareix el control
neural de les funcions motora, sensorial i autonomica en els territoris denervats (Waxman 1988). Hi
ha un ampli ventall de causes que poden produir una lesié del sistema nervios periferic, entre les
quals cal destacar les lesions per isquémia directa (Korthals et al 1989, Schmeltzer et al 1989), l'accié
d'agents neurotoxics, afectacions per radiacions, canvis extrems de temperatura ja sigui pel fred
(Mira i Fardeau 1978) o per la calor (De Vrind et al 1992, 1993) i lesions mecéaniques. Les lesions
mecaniques son les afectacions més freqiients i es presenten sota la forma de compressions, friccions
o seccions parcials o totals dels nervis periférics. Aquestes poden tenir el seu origen en factors
endogens de compressio, com €s el cas de la sindrome del tinel carpia, o bé ser causades per agents
externs en el curs d'acidents traumatics o per accions iatrogéniques en el curs d'intervencions
quirargiques (Dawson i Krarup 1989).

Les lesions del nervis periferics comporten un conjunt de pérdues funcionals incapacitants, que
poden compensar-se mitjangant tres mecanismes fonamentals: la reinnervacid dels organs denervats
per la regeneracié dels axons préviament lesionats, la reinnervacid per ramificacié col-lateral d'altres
axons indemnes situats a I'entorn, o la reorganitzacié estructural i funcional de circuits del sistema
nervids implicats en la seves accions. L'experiéncia clinica demostra, pero, que aquests mecanismes
deixats evolucionar espontaniament no proporcionen sovint una recuperacié funcional satisfactoria
(Buchtahl 1 Kuhl 1979, Kline 1985, Sumner 1990, Sunderland 1978) fent-se necessaria en molts
casos, l'aplicacié de procediments terapéutics. Aixi, després de seccions nervioses no reparades la
probabilitat que es produeixi la reinnervacio efectiva de dianes musculars, sensorials 1 autonomiques
€s escassa. Al mateix temps, la reinnervacié per col-lateralitzacié d'axons veins indemnes es veu
limitada a distancies relativament curtes i, malgrat una aparent recuperacid, altera el normal
desenvolupament de la funcid. Per ultim, els mecanismes de reorganitzacié dels circuits espinals i
cerebrals induits com a conseqiiéncia de la lesié no sempre afavoreixen la compensacié funcional del
deficit causar per la lesié i, fins i tot en alguns casos, poden arribar a generar conseqliéncies negatives
i empitjorar l'estat del subjecte afectat. L'aplicacié de diferents técniques terapéutiques, especialment
en casos de lesions nervioses greus, pretén potenciar positivament els efectes de la regeneracié, la
col-lateralitzaci6 1 la reorganitzacid, per separat o en conjunt i, millorar les possibilitats d'una
adequada recuperaci6 funcional.

1.2. Manifestacions cliniques de les lesions nervioses

Clinicament les lesions del nervi periféric es manifesten per la pérdua de les diferents funcions
mediades pels axons afectats. Aixi, en el cas de les fibres eferents motores s'observa la paralisi o
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parésia muscular seguida de la consegiient atrofia dels grups musculars denervats. La lesi6 de les
fibres eferents autondmiques produeix déficits del control de les activitats sudomotora, pilomotora i
vasomotora, sovint en territoris no totalment coincidents amb els déficits motors. D'altra banda,
l'afectacié de les fibres aferents sensorials dona lloc a la pérdua parcial o total de les diferents
modalitats sensorials (tactil, dolorosa, térmica 1 propioceptiva). La disminucié o pérdua d'aquestes
funcions conformen el conjunt de simptomes negatius del trastorn.

Paral-lelament pero, es produeixen també una série de simptomes positius, derivats de la denervacid
d'organs periférics o de canvis en la transmissi6 dels estimuls periférics. D'aquesta manera, es pot
detectar en els misculs esquelétics denervats l'existéncia d'excitacié espontania de fibres musculars
aillades (fibril-lacions), unitats motores completes (fasciculacions) o de la totalitat del muscul
(espasmes). A nivell autondmic, es presenta una hipersensibilitat dels drgans denervats en front als
neurotransmissors o agonistes (Cannon 1939), fet que pot conduir a augments exagerats del to
vascular periféric, aixi com a una activitat sudomotora o vasoconstrictora incrementada de forma
compensatoria en regions intactes (Seddon 1943). En la via aferent sensorial es refereixen
concomitantment amb la pérdua de sensibilitat des de sensacions doloroses espontanies en abséncia
d'estimul, dolors importants davant d'estimuls de baixa intensitat (hiperalgésia), sensacions
doloroses davant d'estimuls no dolorosos de fred, calor o tacte (al'lodinia), fins la sindrome del
membre fantasma, caracteritzada per la percepcié de continuar posseint una extremitat que ha estat
amputada i de dolor referit a aquesta en estimular altres parts intactes (Omer et al 1998). Diversos
estudis demostren que diferents etiologies que comporten totes elles lesions nervioses determinen
quadres simptomatics semblants (Ochs et al 1989, Dyck 1982, Onne 1962) i que només la
localitzacid dels déficits o excessos en la topografia corporal per mitja d'una adequada exploracid
neuroldgica o els signes externs evidents de lesié permeten establir el diagnostic correcte. En tot cas,
la severitat de les lesions depén fonamentalment del grau i la localitzacid de la lesio.

1.3. Classificacié de les lesions nervioses

Les diverses classificacions de les lesions nervioses periféeriques han provat de relacionar els efectes
morfoldgics i estructurals de la lesié amb el déficit funcional, el pronostic i la capacitat de
recuperacid espontania. El fascicle nervids afectat, la forma de la lesié i la severitat de la mateixa
determinen en alguns casos la necessitat o no d'una intervencié quirdrgica i la técnica a emprar. En
aquesta linia, una classificaci6 acurada de les lesions que les relacioni amb l'actitud terapéutica
d'eleccié en cada cas és d'enorme interés. L'any 1943 Seddon va dividir les lesions en tres grups:
neurapraxia, axonotmesi i neurotmesi, segons les seves caracteristiques histologiques (Seddon
1943). La neurapraxia de Seddon és aquell tipus de lesid, generalment d'origen isquémic o
compressiu, que sense produir cap alteraci6 estructural dels axons i els seus embolcalls connectius
blogueja transitoriament la transmissié d'impulsos nerviosos. En ['axonotmesi es produeix la
interrupcié dels axons mantenint-se la integritat de les capes connectives endoneurials, perineurials i
epineurials que els envolten. La neurotmesi implica la secci6 troncular complerta, incloent axons i
embolcalls connectius.
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Fig. 1.1.1. Esquema il.lustratiu dels cinc graus de lesié nerviosa segons Sunderland de menor a major nivell de
gravetat. 1r: Bloqueig de la conduccid, 2n: Degeneracié axonal amb manteniment de la integritat del tub endoneurial,
3r: Discontinuitat de I’ax6 i el tub endoneurial, conservant-se intacte el perineuri, 4t: Discontinuitat fascicular i
conservacio de I’epineuri, 5¢: Discontinuitat total del tronc nerviés.

Una segona classificaci6 realitzada per Sunderland (1951, 1978) va matisar els criteris i va ampliar
els tres tipus de Seddon a cinc graus de lesions, que tenen en compte no només els criteris
morfologics sind la prognosi de la lesio i el tractament quirtirgic d'eleccié. Aquesta s'ha convertit en
la més utilitzada actualment en I'ambit clinic (Fig. 1.1.1). El primer grau de lesié de la classificaci6 de
Sunderland correspon a la neurapraxia de Seddon i representa un bloqueig de la conducci6 causada
probablement per alteracions de la mielina sense alteracions morfologiques dels axons o les capes
connectives i sense que es produeixi degeneracié axonal. Sén lesions que reverteixen en poc temps si
s'elimina la causa de compressié o isquémia. En el segon grau, equivalent a 'axonotmesi de Seddon,
es produeix la pérdua de la continuitat dels axons i la consegiient degeneracié walleriana, mantenint-
se per? la integritat dels tubs endoneurials i la lJamina basal de les cél-lules de Schwann (CS). Donada
la correcta orientaci6 dels tubs endoneurials i la poca reaccié cicatricial, els axons no tenen problema
per elongar-se adequadament fins a reinnervar les seves dianes originals. El tercer grau de lesié es
caracteritza per la discontinuitat dels axons i dels tubs endoneurials i la conservaci6 del perineuri que
envolta els fascicles. La lesi6 connectiva indueix una reacci6 fibrosa i cicatricial intrafascicular que
obstaculitza I'avangament dels axons regeneratius. A més, la falta d'alineament dels tubs endoneurials
genera deficiéncies quantitatives del nombre d'axons que poden regenerar distalment i qualitatives
afectant l'especificitat en la reinnervacié de la diana periférica. A les lesions de quart grau s'afegeix a
tot el quadre anterior la disrupcid del perineuri, fet que incrementa la reacci6 fibrosa, la pérdua de
direccid dels axons i la desestructuracié general del tronc nerviés. Finalment el cinqué grau de lesid,
equivalent a la neurotmesi de Seddon, es caracteritza per la pérdua completa de continuitat del tronc
nerviés. Com a producte de la retraccié dels caps nerviosos o de la pérdua de teixit neural es pot
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generar en aquest grau de lesi6 una distancia interneural entre els caps nerviosos que dificulta la
projecci6 dels axons sobrevivents dels del punt de seccié fins a I'extrem distal. Les lesions de primer
i segon grau s'acostumen a deixar evolucionar espontaniament sense intervenir quirdrgicament sobre
el nervi lesionat, donat que la manca de reacci6 cicatricial i el bon alineament dels tubs endoneurials o
dels fascicles nerviosos asseguren una adequada recuperacié funcional, i sovint sén lesions parcials
del nervi. A partir del tercer grau, les capacitats regeneratives naturals de 1'axé queden parcialment o
totalment contrarrestades per 'obstacle que suposa la reaccié cicatricial i la manca d'alineament. En
aquests casos, malgrat els limits establerts per la complexitat de la biologia de la regeneracid
nerviosa, el tractament quirdrgic es converteix en la terapia d'eleccié (Sunderland 1951, 1991,
Lundborg 1987, Kline 1990).

1.4. Reparacio6 de lesions de nervis periférics

L'eleccid de la técnica més adient per a la reparacié nerviosa ha estat des de sempre un tema de
controveérsia en la literatura clinica. En darrera instancia, la capacitat de regeneracié i reinnervacio
depén del punt de lesid, del tipus i de la distancia que els axons regeneratius han de recérrer des de
l'extrem proximal al distal i fins als organs periférics. Després de seccions o reseccions que
comporten la separaci6 fisica dels extrems del nervi i la desestructuracid dels embolcalls epineurials,
perineurials i endoneurials, la recuperacié funcional estd molt compromesa. En aquests casos,
existeixen diferents métodes destinats a millorar les possibilitats de regeneracio i reinnervacio
perifériques. Amb la introduccid de les noves técniques microquiriirgiques amb microscopis i
instrumental microquirirgic especialitzat i materials de sutura fins i poc traumatics, ha esdevingut
possible dissecar, identificar i suturar de manera bastant selectiva fascicles individuals del tronc
nerviés (Millesi 1981, Kline 1990). La introduccié de nous métodes de tractament, destinats a
potenciar la supervivéncia de les neurones axotomitzades, les capacitats regeneratives que
espontaniament mostren els axons afectats o el paper promotor de la regeneracié de les cél-lules no
neuronals, son algunes de les darreres aportacions experimentals a la reparaci6 de lesions del sistema
nervids periféric. L'objectiu final de tota técnica de reparacio és el de restituir la continuitat del tronc
nervios, per tal d'afavorir I'elongacié dels axons regeneratius a través dels tubs endoneurals i una
reinnervacié quantitativament i qualitativament adequada de les dianes musculars, sensorials i
autonomiques (Millesi i Terzis 1984). Aixi, s'han establert quatre punts quirtrgics basics a tenir en
compte en qualsevol reparacidé nerviosa: (a) l'eliminacié de formacions cicatricials poduides en
ambdos extrems del nervi lesionat 1 la separacié dels fascicles que els componen; (b) l'aproximacié
dels extrems nerviosos limitant al maxim la distancia interneural i la tensié produida sobre els
fascicles; (c) la coaptacié d'ambdds extrems, assegurant la maxima coincidéncia possible dels
diferents fascicles del nervi afectat i evitant creuaments de fascicles anatdbmicament o funcionalment
no concordants, mitjangant la sutura directa o bé 1is de métodes indirectes com els empelts o les
guies neurals; i (d) garantir I'estabilitat de la coaptacié durant el periode de temps minim necessari
per assegurar la cicatritzacié de les capes connectives i I'elongacié distal dels axons a través del punt
de lesié (Millesi i Terzis 1984).
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1.4.1. Sutura directa epineurial

La mobilitzaci6 i la coaptacié dels extrems nerviosos mitjangant la sutura epineural €s el métode
classic de reparaci6é de lesions per secci sense pérdua important de teixit neural. Es important
eliminar les escares cicatricials dels extrems, orientar adequadament els fascicles sobre la base de les
estructures fasciculars i vasculars, utilitzar el nombre minim de sutures poc apretades per evitar la
compressio axonal i evitar la sutura tensionada (Kline 1990). Es recomana en lesions netes de troncs
preferentment monofasciculars, donat que és freqiient el desalineament dels fascicles i la reinnervacié
aberrant de dianes perifériques (Edshage 1964). Una alternativa en troncs amb diversos fascicles és
la sutura fascicular a través del perineuri, que presenta l'avantatge d'assegurar un afrontament entre
extrems distals i proximals dels diferents fascicles seccionats. Per a ser realitzada es requereix, pero,
d'un microscopi quirdrgic i d'una destacada habilitat quirdrgica. A més, només pot ser practicada
com a procediment primari en lesions que no facin necessaria la ressecci6 dels caps nerviosos, donat
que aleshores es dificulta la identificacié dels fascicles. Es tracta, a més, de sutures multiples que
poden generar una elevada reacci6 cicatricial i edema que entorpeix I'elongaci6 axonal i que sén poc
resistents a la tensié (Lundborg 1988, Kline 1990). Finalment, no resulta ttil per a la reparacié de
lesions de nervis en punts distals de les extremitats, on presenten un elevat grau de fasciculacié
(Sunderland 1991).

1.4.2 Reparacio per empelt nervios

En aquelles lesions que, per la pérdua d'un segment de nervi o la retraccié elastica dels extrems,
presenten una distancia interneural que impedeix la correcta sutura epineurial directa, s'aconsella la
implantacié d'un empelt nerviés. La manca de reparacié d'aquestes lesions, tot esperant la
regeneracié espontancia dels axons a través de 'espai extraneural generat per la lesid, acostuma a
resultar en la formacié d'un neuroma proximal. La manca d'un terreny propici per a la regeneracio
axonal i la reacci6 cicatricial acaben constituint a l'extrem nervids proximal una cabdell d'axons
regeneratius i teixit connectiu que impedeix de manera fisica el seu aveng. La introduccié d'un
segment de nervi entre els caps neurals acompleix d'una banda la funcié de pont o guia dels axons
cap a l'extrem distal, al mateix temps que ofereix un entorn Optim per a la regeneracio (Kline 1990).
Les CS d'un nervi empeltat i adequadament vascularitzat sobreviuen, es multipliquen, formen bandes
de Biingner i conjuntament amb la seva lamina basal promouen l'emissié de neurites (Aguayo 1976).
Durant els primers dies 'empelt sobreviu a partir de la difusi6 de factors de I'entorn. A partir de les
72 hores I'empelt es vascularitza. Per aquesta rad, els empelts de gran llargada i gruix tenen menys
probabilitat d'esdevenir viables en la reparacié d'aquestes lesions (Lundborg 1988). Es poden
utilitzar empelts procedents d'un subjecte d'una altra espécie (xenogénics), d'un individu de la
mateixa espécie (singénics o heterdlegs) o bé preocedents del mateix pacient (autolegs). Els assaigs
experimentals i clinics mostren que els empelts heterdlegs presenten en general resultats de
recuperacié desencoratjadors degut a la reaccié immunolodgica de rebuig que generen. Al cap de
poques hores I'empelt mostra una invasié per macrofags que l'eliminen, convertint-lo en pocs dies en
una massa fibrosa en la qual no hi ha signes de reinnervacié (Sunderland 1978). El tractament

immunosupressor pot reduir la resposta de rebuig, perd les seves complicacions coadjuvants no
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justifiquen el seu Gs continu (Evans et al 1994). Els autoinjerts sén, ara per ara, el tractament
d'eleccid en lesions nervioses amb un espai interneural de més de 1-2 cm. Donat que l'empelt s'ha
d'obtenir del mateix individu, s'acostumen a utilitzar com a donants nervis de limitada repercussié
funcional, generalment nervis sensorials, com els nervis sural, cutani anterobraquial, interossis
posteriors, radial superficial o femoral cutani (Millesi 1981, Wilgis i Maxwell 1976). L'empelt actua
de forma equivalent a un segment distal nervids, encara que presenta una degeneraci6 walleriana més
lenta que la del propi nervi lesionat. Finalment, acabara resultant una estructura connectiva rica en
CS i factors promotors de la regeneracié que afavorira l'elongaci6 axonal fins al veritable extrem
nervids distal. De tota manera, els resultats clinics de la seva utilitzaci6 son relativament pobres, de
manera que en lesions de nervis de l'avantbrag, només un 25% dels afectats presenten una
recuperacid significativa de l'activitat motora (Young et al 1980). A més, l'autoempelt comporta un
conjunt de problemes secundaris, com sén: l'obligada realitzacié d'un segon pas quirtirgic, l'eliminaci6
d'un nervi funcional, la limitaci6é de volum de nervis donants i la dificultat per trobar un empelt que
s'adapti a les dimensions i grau de fasciculacié del nervi a reparar.

1.4.3 Reparacié per tubulitzacio

La tubulitzacié és una técnica alternativa a l'empelt en lesions de reseccid, que consisteix en
interposar entre els extrems nerviosos una guia o conducte tubular encarregada d’establir un pont
entre els extrems del nervi tallat i d'aillar I'espai intern del medi extraneural, que orienta l'elongacid
dels axons regeneratius. Aquest procediment ha constituit un model experimental molt util per a la
investigacid dels processos cel-lulars i bioquimics de la regeneracié nerviosa (Lundborg et al 1982c,
Williams et al 1983, Longo et al 1984, Le Beau et al 1988, Liu 1996) i ha estat aplicat com a métode
reparatiu tant en nombrosos estudis experimentals (Fields et al 1989, Buti et al 1996, Doolabh et al
1996) com en assajos clinics limitats (Mackinnon i Dellon 1990, Lundborg et al 1997). Estudis
morfologics han demostrat que entre 1 i 2 dies després de la implantacié del tub, la seva llum
s'omple per extravasacié sanguinia d'un fluid, que en coagular conforma al seu interior una matriu de
fibrina que conté molécules de la matriu extracel-lular i elements cel-lulars, que uneix els dos caps del
nervi tubulat (Williams et al 1983, Le Beau et al 1988, Liu 1996). Pocs dies després, es comenga a
produir una migraci6 de fibroblastes, cél-lules endotelials i de CS que repoblen la matriu des dels dos
extrems del nervi. Als 14 dies de la reparacid, les CS han pogut colonitzar la totalitat del cordé
intratubular, mentre que al segment proximal es comencen a observar axons regeneratius,
majoritariament amielinics. En aquest estadi, la fibrina del cordé connectiu es degradada per
fibrinolisi i es va substituint progressivament per col-lagen produit pels fibroblastes, que conformara
una veritable membrana basal sobre la qual s'adheriran les CS. A les 3 setmanes, les cél-lules no
neuronals han cobert tota l'extensié tubular, s'observa la neovascularitzaci6 de la matriu i la preséncia
d'axons amielinics arribant a I'extrem distal del tub i de mielinics a la linia mitja. Finalment, a les 4
setmanes, els axons han travessat tota la guia neural. Els axons mielinics mostren un embolcall de
mielina molt prim en comparacié amb la del segment proximal, amb el temps, pero, €l nervi
regeneratiu madurara i incrementara el seu diametre. El cordé regeneratiu acostuma a situar-se centrat

en la llum del tub, compost de nombrosos fascicles petits amb axons mielinics 1 amielinics i envoltats
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per una fina capa de perineuri (Williams et al 1983, Liu 1996). L'analisi del fluid acumulat en tubs
implantats ha demostrat la preséncia de proteines amb activitat trofica sobre cultius de neurones
motores, sensorials i simpatiques (Longo et al 1983, LeBeau et al 1988), alliberades per cél-lules no
neuronals. També s'ha pogut demostrar la preséncia en la matriu de fibrina de monomers de
fibronectina, laminina i col-lagen, components tots ells de la matriu extracel-lular que promouen la
regeneraci6 i la migracié de CS (Longo et al 1984). Aquests components presenten un tripéptid de
propietats adhesives (Arg-Gly-Asp) que és reconegut per receptors d'integrines de cel-lules
endotelials o de Schwann i juntament amb el col-lagen acabaran condensant-se en la constitucié de la
membrana basal del tub endoneurial.

La tubulitzaci6 €s un meétode reparatiu que presenta alguns avantatges sobre la reparaci6 per empelt:
d'una banda, limita la formaci6 de neuroma i de teixit cicatricial en el punt de reparacid, s'encarrega de
guiar els axons fins a l'extrem distal i evita l'escapament de fibres per fora de I'empelt i, finalment,
resulta una técnica reparativa facil de realitzar, fins i tot en mans no excessivament expertes
(Lundborg et al 1982b). Es també probable que la tubulitzaci6 de nervis multifasciculars sigui una
bona alternativa a I'empelt o a la sutura directa, en la mesura que 1'espai entre extrem distal i proximal
deixaria expressar les propietats neurotropiques dels axons en la seva navegaci6 distal (Politis et al
1982). Encara que la tubulitzacié mostra en reseccions millors resultats que la no reparacié de la
lesid, la seva eficacia esta, per0, limitada per la longitud de la distancia interneural a cobrir. Aixi, en
els pioners estudis emprant tubs de silicona es va veure que, en distancies de fins a 10 mm de
longitud al nervi ciatic de la rata, aquesta reparaci6 aconsegueix generalment la formaci6 de cordons
regeneratius, mentre que entre 10 mm i 15 mm la proporcié d'animals amb regeneracié disminueix
marcadament (Lundborg et al 1982b, Williams et al 1983). La separaci6 interneural maxima per a la
qual la reparacid per tubulitzacio és aplicable varia en funci6 de la massa de teixit nervids reparat i,
per tant, del tamany de 1'animal i del nervi en qiiesti6. Aixi, la longitud interneural limitant augmenta
proporcionalment en diferents espécies: 4 mm al ratoli (Henry et al 1985, Buti et al 1996), 10 mm a
larata (Lundborg et al 1982b, Seckel et al 1984) i el conill (Molander et al 1983) i fins uns 30 mm en
primats (Dellon i Mackinnon 1988, Archibald et al 1995). Amb distancies interneurals curtes, la
reinnervaci6 funcional d'organs diana és similar en reparacions per tubulitzaci6é o empelt (Archibald
et al 1991, 1995, Gibby et al 1983, Navarro et al 1994). Per contra, en distancies mitges o llargues,
I'empelt assegura una recuperacié funcional superior que la tubulitzacié (Miiller et al 1987, Navarro i
Kennedy 1989). De tota manera, les capacitats de permeabilitat, durabilitat i adhesio cel-lular del tub

son variables que poden influenciar i optimitzar la regeneracié en distancies interneurals llargues
(Navarro et al 1996).

1.4.4 Perspectives cliniques en la reparacio nerviosa

Durant temps, la recerca destinada a millorar el grau de recuperaci6 després de lesions s'ha centrat en
el refinament de les técniques quirurgiques emprades per a suturar o empeltar els extrems nerviosos,
pero aquesta via ha assolit probablement ja un cert grau d'estancament sense que s'hagi aconseguit
garantir, fins i tot en lesions relativament lleus, una recuperacié satisfactoria (Omer et al 1998). El
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progressiu coneixement dels mecanismes moleculars que regulen la degeneracié i la regeneracié axonal
i la reinnervaci6 d'drgans diana esta destinat a jugar un paper fonamental per al futur. Aixi, I'aplicacié
de factors neurotrofics o la implantaci6 d'elements cel-lulars encarregats de produir-los semblen les
vies de futur de més interés per al tractament de lesions nervioses. En aquest procés s'haura de
comengar a tenir en compte no només la "quantitat" de reinnervaci6, perd també la "qualitat" i
"especificitat" de la reinnervacié de dianes perifériques. Finalment, el gran interés que desperta la
recerca sobre els mecanismes de connectivitat espinal i cortical i la capacitat reorganitzativa de les
xarxes neuronals al sistema nervids central, haura de poder ser aprofitat en un futur per a
desenvolupar técniques de reaprenentatge i reespecificacid de funcions cerebrals (Lundborg et al
1993). Aixi, hi ha estudis que demostren que factors com les capacitats d'aprenentage verbal o
visuoespacial sén importants per a la recuperacid de la sensibilitat després de lesions en individus
adults (Lundborg et al 1994b, Rosén et al 1994)

1.5 Requisits basics per assolir la restitucié funcional

Per tal d'aconseguir un bon grau de recuperaci6 funcional de l'activitat o activitats motores i d'analisi
sensorial en les quals el nervi lesionat estd implicat, cal que es compleixin cinc requisits basics i
fonamentals (Madison et al 1987, Fu i Gordon 1997):

a) Que hi hagi una bona supervivéncia de les neurones axotomitzades per la lesié

b) Que els axons regenerin exitosament a través del punt de lesio

¢) Que els axons aconsegueixen reinnervar de manera especifica les seves dianes originals

d) Que les neurones reestableixen un patré de connexions centrals, espinals i corticals, semblant a
l'original o compatible amb el desenvolupament de la seva funcid

Només en cas que s'acompleixin tots aquests requisits s'aconseguira no només la reinnervacié i la
recuperacio de parametres funcionals aillats (resposta al dolor, reinnervacié sudomotora, amplitud i
latencia dels potencials d'accié nervidés i muscular compostos) fins a valors semblants als
preoperatoris, sind també la recuperacié de la funcié global de deambulacié.
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2. Neurobiologia de la degeneracid i la regeneracio nerviosa

L'exit de la regeneracié nerviosa depén en primera instancia de la capacitat de les neurones de
sobreviure a l'axotomia. La mort neuronal es produeix per apoptosi (Lo et al 1995) i esta
probablement induida per la manca o la dificultat d'accés a diferents factors trofics alliberats pels
organs distals o bé per cél-lules glials tant de I'entorn de 'ax6 com del soma de la neurona (Korshing
1993). La mort neuronal és quantitativament molt més important en lesions axonals properes al cos
neuronal que en afectacions més distals (Sunderland 1978) i afecta més les neurones sensorials que
les motores (Melville et al 1989). Les lesions axonals neonatals o postnatals produeixen efectes més
devastadors sobre la poblacié neuronal que en periodes adults (Snider et al 1992). En tot cas, la
incidéncia d'apoptosis en neurones motores després de lesions periféeriques en animals adults és
negligible (Gordon et al 1991).

La compressié o la secié d'un nervi periféric desencadena la degradaci6 de les fibres nervioses
distalment a la zona de lesié mitjangant un procés conegut com a degeneracié walleriana. L'objectiu
final d'aquest procés €s eliminar els residus de fibres nervioses aillades del soma neuronal i crear un
microambient al segment distal a la lesi6 que esdevingui favorable per a la posterior regeneracié dels
axons supervivents. Al mateix temps, la reaccié axonal retrograda i la cromatolisi preparen la
neurona i modifiquen els seus mecanismes de sintesi metabdlica per possibilitar la regeneraci6 de
l'ax6. La regeneracid constitueix el conjunt de mecanismes moleculars i cel-lulars que fan possible la
reconstitucio i I'elongacié del axé que s'ha perdut i la reinnervaci6 dels organs diana (Selzer 1980,
Fawcett i Keynes 1990, Fu i Gordon 1997) (Fig. 1.2.1). Els canvis morfolodgics, fisiologics i
bioquimics observats en neurones lesionades son el resultat de modificacions en I'expressio génica de
neurones i cél-lules glials. En les neurones aquestes transfomacions estan destinades a promoure la
sintesi d'enzims, cofactors i factors que afavoreixin la supervivéncia neuronal i el creixement de I'ax6,
mentre que, en ce¢l-lules glials, estd destinat a la proliferacié cel-lular i la secreci6 de factors que
afavoreixin el trofisme i tropisme axonal.

2.1. Degeneracié walleriana

Els primers signes de degeneracié walleriana es detecten tan sols 24 hores després de la lesio
nerviosa i es perllonga durant gairebé dues setmanes. A nivell axonal té lloc la desestructuracié i
fragmentacié de les estructures citoplasmatiques (citoesquelet i reticle endoplasmatic), amb el
consegiient deposit i acumulacid d'organuls cel-lulars (Fig. 1.2.1).

Una entrada massiva de Ca2* afavorida per la ruptura de la membrana axonal seria la desencadenant
de la desestructuraci6 i destruccié de proteines en aquest estadi postlesié (Schlaepfer 1974). Tots
aquest canvis, que tenen lloc de manera preferent en fibres nervioses primes abans que en les
gruixudes (Lubinska i Jastreboff 1977), van acompanyats del col-lapse i la distorsié de les beines de
mielina (Schlaepfer i Bunge 1973). A les 36 hores postlesid, els axons mostren regions
hipertrofiades sota la forma de varicositats i tendeixen a fragmentar-se a nivell de la regi6 internodal.
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Fig. 1.2.1 Representacié esquematica dels principals esdeveniments que tenen lloc durant la
degeneraci6 i la regeneracié axonal després de lesions periferiques. Després d'axotomia (B), el
segment distal degenera (degeneracié walleriana) (C), té lloc una gran proliferacio de les CS mentre
els macrofags migren cap al focus lesiu i fagociten material detritic. Durant la regeneracié (D), els
cons de creixement de I'axd creixen entre les bandes de Biingner de CS seguint un gradient
neurotrofic i es dirigeixen cap a 1'drgan diana. Finalment (E) té lloc la reinnervacié i la maduraci6
axonal.
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Al mateix temps, les CS pateixen hipertrofia i formen invaginacions cap a l'ax6, fet que provoca la
fragmentaci6 de la mielina en cossos ovoidals que posteriorment s'encarreguen de fagocitar (Selzer
1980). El resultat final és I'acumulacid a l'interior dels tubs endoneurials distals a la lesié de material
detritic format per la desintegracié dels axons i les beines de mielina. La degradacio de les restes de
mielina per part dels macrofags origina acids grassos lliures, colesterol, fosfolipids i lipids neutres en
forma de gotes lipidiques en el seu citoplasma. Aquests materials seran reutilitzats posteriorment
durant les fases de regeneracié i remielinitzacié axonal (Perry i Brown 1992, Goodrum i Bouldin
1996). La degeneraci6 walleriana evoluciona en direcci6é proximal-distal seguint una progressio
temporal que fa que 1'axd sigui excitable per sota del front de degeneraci6 fins alguns dies després de
la lesi6 (Fu i Gordon 1997).

Els segments distals de nervi encara no afectats per la degeneracié continuen mantenint activitat de
transport axonal lent (Lasek 1970) i la transmissié sinaptica fins a esgotar les reserves de
neurotransmisors (Feldberg 1943). La reduccié drastica de nutrients procedents del soma neuronal
per transport axonal, la incapacitat de les cél-lules glials per suplementar aquestes mancances
mitjangant l'intercanvi i I'esgotament de les reserves axonals sén els determinants finals de la
degeneraci6 axonal centrifuga. En qualsevol cas, la degeneracid del segment distal €s un requeriment
indispensable per tal que tingui lloc la regeneracio. Si es dirigeix la regeneracio cap a un segment de
nervi no degenerat, aquesta no arriba a produir-se, fet que s'atribueix a l'existéncia de factors
inhibidors de la regeneracio, com la glicoproteina associada a la mielina (MAG), presents en el nervi
normal (Fu i Gordon 1997).

Les CS es mostren capacitades per iniciar la degradaci6 de les seves propies beines de mielina només
24 hores després de la lesié. En canvi, necessiten I'ajuda dels macrofags, infiltrats a partir dels 2-3
dies de la lesio, per tal d'eliminar amb eficacia els detritus emmagatzemats a l'interior dels tubs
endoneurials. La lesi6 nerviosa és capag d'induir l'activacio de gens temprans (IEGs) de la familia c-
fos de CS entre 15 i 60 minuts després de la lesid, expressié que es manté elevada durant dies. Les
CS no mielinitzants assoleixen la seva taxa de maxima proliferacio als 2 dies, aproximadament 24
hores abans que les CS mielinitzants. La pérdua del contacte CS-axd no és, perd, suficient per
desencadenar la proliferaci6, que és estimulada per productes mitogénics alliberats pels macrofags
infiltrants. De fet, I'associaci6 entre una degeneracid axonal retardada i defectes en la invasi6 de
macrofags en ratolins mutants C57BL/Ola demostra l'important paper d'aquestes cél-lules en aquest
procés (Perry i Brown 1992). Productes quimiotactics, com el factor inhibidor de la leucémia (LIF),
sintetitzats per CS reactives atrauen els macrofags fins al punt de lesié (Fig. 1.2.1). . Entre els 4 1 els
14 dies posteriors a la lesi6 el nombre de macrdfags assoleix el seu maxim localitzant-se en 'espai
endoneurial. L'eliminaci6 dels detritus axonals té lloc per mitja de la secrecié de proteases que
permeten als macrofags penetrar a través de l'endoneuri, la membrana basal fins a accedir a I'espai
endoneurial, on fagocitaran els detritus axonals que s'aniran acumulant al seu citoplasma en forma de
gotes lipidiques (Stoll et al 1989). Aixi, durant les primeres 48 hores la fagocitosi es desenvolupa
basicament per mitja de les CS i posteriorment seran els macrofags els que jugaran el paper principal
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(White et al 1989, Tanaka et al 1992). A més, els macrofags soén una font de potents activadors
(interleuquina 1, IL-1) i mitogens de les CS (PDGF: factor de creixement derivat de plaquetes, FGF:
factor de creixement de fibroblastes i TGF: factor de creixement tumoral) (Reynold i Woolf 1993).
Aquest conjunt de molécules estimula la desdiferenciacié i la proliferacié de les CS, que adquireixen
una major capacitat fagocitica.

La reacci6 inflamatoria desencadenada per la degranulacié mastocitaria produeix inicialment per
distensi6 un increment del didmetre intern dels tubs endoneurials. Al mateix temps, l'eliminacié dels
axons i detritus de l'espai endoneurial deixa d'oferir resisténcia a les forces de retracci6 del teixit
connectiu endoneural. Aquest balang de forces de retraccié o expansi6 resulta a partir de les dues
setmanes de la lesio en una reduccié permanent i significativa del diametre dels tubs endoneurials,
que condicionara I'¢xit de I'elongaci6 dels axons regeneratius (Sunderland 1991). La progressio de la
degeneracié walleriana varia segons la gravetat de la lesié nerviosa infringida. Aixi, s'ha pogut
comprovar que els signes inicials de degeneraci6é axonal apareixen abans després d'una seccié que
d'una compressid nerviosa (Lunn et al 1990). Tanmateix, la integritat de la barrera hematoneural es
perd de manera més dramatica en lesions per seccié que per compressié (Lunn et al 1990).
L'increment de permeabilitat vascular dels nervis degenerats es desplaga en sentit proximal a distal,
de manera coincident amb la degeneraci i la infiltracié de macrofags. Una major invasi6 del nervis
seccionats per macrofags i substancies citotoxiques de procedéncia vascular respecte de lesions per
compressid podria explicar la major rapidesa de degeneracié (Lunn et al 1990). Els fendmens de
degeneracid també presenten variacions segons el tipus de fibres nervioses lesionades. Les fibres
gruixudes semblen presentar una major resisténcia a la degeneracié axonal que les primes. D'aquesta
manera, mentre en axons mielinics la degeneracié walleriana completa no té lloc fins als 14 dies
postlesio (Stoll et al 1989), els axons amielinics degeneren totalment durant la primera setmana
(Thomas i King 1974).

2.2. Degeneraci6 retrograda

Després de la lesi6 del nervi es produeix també una degeneracié retrograda del segment proximal des
del punt de lesi6 (Cajal 1928), que s'ha associat amb 'entrada de Ca2* i la consegiient activacié de
proteases (Bisby et al 1995). La degeneracid retrograda afecta un segment d'alguns milimetres,
constituiria una extensié en direccié proximal dels canvis que ja tenen lloc a nivell distal i seria només
remarcable quan la lesié produeix nivells importants de mort neuronal (Sunderland 1991). La
supervivencia neuronal i la capacitat per emetre brots regeneratius serien els principals determinants
del grau de degeneracio retrograda després de lesions. Els axons supervivents mostren una reduccié
del diametre axonal i de la beina de mielina, que es recupera parcialment amb la regeneracio i la
reinnervacié (Sunderland 1991). Aquests canvis, que afecten més marcadament els axons sensorials
que els motors, van acompanyats d'una reduccié de la taxa de transport axonal. La quantitat de
neurotransmissors i precursors transportats disminueix drasticament als pocs dies fins al punt que
es fa impossible la seva deteccié (Frizell i Sjostrand 1974), sent aquesta reduccié més rapida i
important després de la secci6é que de la compressié del nervi (O'Brien 1978, Karlstrém i Dahlstrém
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1973). La disminucid de l'expressi6 i del transport axonal de neurofilaments i tubulina explicaria la
reduccié de diametre i de la velocitat de conduccié d'impulsos en axons lesionats distalment
(Hoffman i Lasek 1980, Bisby et al 1995). Aquests canvis en el tamany de les fibres nervioses
només es manifestaran com una reduccid significativa de les dimensions del nervi en cas que es
produeixi la mort d'un nombre considerable de neurones (Sunderland 1991).

2.3 Reaccié neuronal i cromatolisi

La lesi6 de la fibra nerviosa i la degeneraci6 walleriana alteren també la morfologia i el funcionament
normal de la neurona a nivell del seu soma. Aquestes transformacions son l'expressié d'una serie de
canvis moleculars de la neurona que, com a conseqiiéncia de la lesid, passa d'un estat homeostatic de
"transmissié", en el qual la seva funcid principal és la de conduir senyals bioeléctrics i produir
neurotransmissors, a un estat de "creixement” en el que ha de dedicar tots l'activitat metabolica a la
regeneracid del seu ax6 i la reinnervacié de dianes perifériques (Gordon 1983, Fui Gordon 1997). La
cromatdlisi consisteix en la dissoluci6 dels cossos de Nissl, 'augment de les dimensions del nucli i
dels nucléols, la disposicié excéntrica del nucli i l'increment de volum del soma (Kreutzberg 1995).
També es pot produir un augment del nombre de lisosomes, hipertrofia de 'aparell de Golgi i les
mitocondries i vacuolitzaci6 d'altres organuls citoplasmatics (Lieberman 1971). La dissolucié dels
ribosomes i del reticle endoplasmic rugds, que constitueixen els cossos de Nissl, en polirribosomes i
ribonucledtids, indica un increment de la traduccid i la sintesi de proteines (Cragg 1970). En paral-lel
a aquests canvis estructurals, la neurona axotomitzada presenta importants canvis bioquimics, com
un increment d'enzims del cicle de les pentoses-fosfat, necessaries per a la sintesi de precursors de
polinucleotids i lipids (Harkonen i Kauffman 1974), la disminucié de la sintesi de neurotransmissors
(Heiwell et al 1979) i de proteines constituents del citoesquelet (Hoffman i Lasek 1980). Existeix
una relacid entre la gravetat de la lesié infringida i el grau de cromatolisi (Marinesco 1896), encara
que també se sap que aquest procés no é€s imprescindible per a la regeneraci6 i, aixi, s'ha descrit

regeneracio en neurones del gangli de l'arrel dorsal que presenten una reacci6 cromatolitica escassa
(Greenberg i Lasek 1988).

Paral'lelament s'observa també una retraccié de 'arbre dendritic de la neurona axotomitzada i una
reducci6 del nombre de sinapsis que estableix amb neurones veines (Sumner 1975, Brannstron et al
1994a, 1994b). Aixi, s'ha observat un descens de I'amplitud dels potencials d'accié evocats en
motoneurones axotomitzades (Eccles et al 1958, Kuno i Llinas 1970, Mendell et al 1976, Farel
1980), que es tradueix en un descens de les descarregues sinaptiques durant el primer mes després
de l'axotomia (Gordon et al 1980). Altres autors han definit tres estadis de disfuncié sinaptica
després de lesions: una primera fase durant la qual no s'observa reduccié de l'amplitud dels
potencials postsinaptics excitatoris (PEPS), una segona fase en qué es detecta una reduccio de
'amplitud i un allargament de la laténcia i, finalment, la desaparicié dels PEPS (Mendell et al 1976).
Un procés semblant ha estat observat també en neurones del gangli simpatic (Sumner 1975,
Brinnstrom et al 1992a, 1992b). La interposici6 de digitacions de cél-lules d'astroglia i microglia que
s'han activat i proliferat abundantment després de la lesi6 semblen les responsables d'aquest
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aillament (Kreutzberg 1995). Aquesta situacid €s, pero, reversible si I'axé és capag de regenerar i
reinnervar un territori diana (Sumner i Watson 1971). Aixi s'assegura I'aillament funcional del circuit
nervids lesionat i inoperant de la resta de circuits neuronals actius (Mathews i Nelson 1975, Purves
1975, Sumner i Sunderland 1973).

L'entrada massiva de Ca2* a I'axoplasma durant els primers segons després de la lesi6 i la supressio
del transport axonal retrograd de factors trofics, desencadena l'expressié d'TEGs membres de la
familia jun, jun B i c-jun (Lunn et al 1990, Haas et al 1993). L'activacié d'aquests IEGs implica
I'expressié de proteines que regulen els anomenats gens de resposta tardana (late response genes,
LRGs), l'expressié dels quals determina en darrera instancia els canvis bioquimics, morfologics i
fisiologics constitutius de la resposta neuronal. Les caracteristiques de I'expressié génica i la
transcripcio6 proteica de gens temprans, neurotransmissors i factors de creixement sén consistents
amb el canvi d'estat de la neurona lesionada, encara que la simple associacié temporal d'aquests
canvis d'expressié amb la regeneracio no sempre indica que es tracta de molécules relacionades i
essencials (Fu 1 Gordon 1997). Aixi, en motoneurones axotomitzades es troba un increment de
l'expressié dels gens temprans jun B i c-jun que podrien actuar com a senyalitzadors, la disminucié
de I'expressid de la colin-acetiltransferasa (CAT), mentre que al mateix temps esta incrementada
l'expressid del péptid relacionat amb el gen de la calcitonina (CGRP), la proteina associada al
creixement (GAP-43) i les proteines del citoesquelet actina i tubulina (Friedmann et al 1995).
L'increment de l'expressié d'una molécula immediatament després de la lesi6 i la involucid
progressiva amb la reinnervaci6 periférica, com és el cas de GAP-43, CGRP i isoformes de tubulina
indiquen el seu possible paper en la resposta neuronal. Aixi, la GAP-43 és una fosfoproteina que
s'expressa en neurones regeneratives, situant-se a la membrana dels cons de creixement. Sembla ser
un element determinant per a l'extensié de neurites in vitro. Hi ha també una relaci6 estreta entre el
component b del transport axonal lent, en el qual participen actina i tubulina, i la taxa d'elongacié
axonal. Encara que l'axotomia s'associa en general amb una disminucié de l'expressid de
neurotransmissors i dels seus enzims de sintesi i degradaci, hi ha alguns neuropéptids I'expressi6
dels quals s'incrementa, de manera que, en determinades neurones, contribuirien a la supervivéncia
axonal i la regeneracid, la vascularitzacio i l'increment de permeabilitat vascular o tindrien activitat
neurotrofica a través de la seva activitat mitogénica de cél-lules glials (Fu i Gordon 1997).
L'expressié de CGRP esta incrementada paral-lelament a la reducci6 de la de CAT en motoneurones
(Haas et al 1990). En neurones simpatiques s'incrementa I'expressié del péptid intestinal vasoactiu
(VIP), galanina (GAL) i substancia P (SP) i disminueix la dels enzims de sintesi de noradrenalina i
neuropeéptid Y (NPY) com a resposta a l'accié del LIF. En neurones sensorials del gangli de I'arrel
dorsal, els neuropéptids subatancia P (SP), CGRP i somatostatina (SOM) estan regulats
negativament mentre que l'expressio de VIP, GAL, neuropéptid Y (NPY) i colecistoquinina (CCK)
esta incrementada (Zigmond et al 1997). Les neurones axotomitzades també sintetitzen i alliberen
diverses citoquines, que, sinérgicament amb les citoquines alliberades per macrofags i CS,
contribueixen a produir la resposta inflamatoria, tenen efectes mitogénics sobre les CS 1 modulen el
diposit de proteines de la matriu extracel-lular (Mews i Meyer 1993).
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2.4. Canvis de la glia central

L'axotomia periférica de motoneurones ha constituit el model basic d'estudi de les reaccions glials
espinals davant la lesid. Un dia després de I'axotomia s'observa un increment de la sintesi i expressio
de la proteina acida fibril-lar glial (GFAP) en astrocits (Tetzlaff et al 1988, Graeber i Kreutzberg
1986). Posteriorment, incrementen el nombre de filaments i emeten processos cel-lulars que
cobreixen regions no sinaptiques de la motoneurona (Svensson 1994). Dies després I'expressio6 de
GFAP disminueix, per tornar a augmentar al cap d'unes setmanes. Si s'impedeix la reinnervaci6 de
dianes musculars, s'observa que els astrocits mantenen l'embolcallament de la motoneurona afecta
durant bastant de temps (Sumner 1977, Graeber i Kreutzberg 1988). També s'ha observat un
increment de l'expressié d'un conjunt de glicoproteines multifuncionals que tenen capacitat per
inhibir la lisi neuronal mediada per factors de complement, participen en fendomens d'adhesid
cel-lular, transport de lipids i d'altres processos relacionats amb la supervivéncia neuronal
(Rosenberg i Silknesen 1995), aixi com de PDGF i del seu receptor en astrocits reactius (Hermanson
et al 1995). Finalment, s'ha demostrat que els astrocits reactius expressen una subunitat del receptor
de N-metil-D-Aspartat (NMDA) (Popratiloff et al 1996) relacionada amb una necessitat

d'incrementar la recaptacio de glutamat o d'altres agonistes alliberats al medi després de lesions
periferiques.

Als pocs dies de la lesid, I'increment de I'expressié d'un receptor del sistema de complement (CR3)
posa de manifest l'activacié de la microglia (Graeber et al 1988). A les 24 hores de la lesid, aquestes
cel-lules sofreixen una retraccid dels seus processos, augmenten de mida i inicien la seva proliferacié
per mitosis. Als 7 dies, ja no s'observa proliferacié de microglia (Svensson et al 1994), encara que la
reaccid glial és persistent en el temps, especialment si no es produeix la reinnervacié periférica per
part d'axons regeneratius (Sumner 1979). La microglia migra i se situa també a l'entorn de les
neurones axotomitzades, procés que només és relevant quan la lesié6 comporta una pérdua axonal
important (Cova i Adskogius 1986), encara que les membranes neuronal i microglial estan sempre
separades per la interposicié de processos astrocitaris (Svensson i Aldskogius 1993). La microglia
expressa una seérie de proteines de superficie i un increment de la unié de molécules com I'antigen de
funcié leucocitaria (LFA-1a i B) que posa de manifest un increment de la motilitat microglial
(Moneta et al 1993), el factor estimulador de granulocits i macrofags (GNCSF) i el factor
estimulador de colonies de macrofags (MCSF) que regularia la mitosi d'aquestes cél-lules (Raivich et
al 1991). També s'indueix I'expressié d'antigens del complex major d'histocompatibilitat I 1 II (MCH-
I/M0) i, el sistema del complement presenta importants modificacions, destacant l'increment de
I'expressié del receptor CR3, dels factors C1 i Clq i la inducci6 dels factors C3, C3d, C4d i C9
(Svensson i Aldskogius 1992, Walport 1993). En situacions de mort neuronal, les cél-lules de
microglia actuen com a macrofags, especialment en animals neonatals, fent s de totes aquestes eines
de reconeixement immunologic i destruccié cel-lular (Guntinas-Lichius et al 1994, Angelov et al
1995).
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Amb la lesi6 de I'axé periféric, es registren en elements de la via sensorial, reaccions molt semblants a
nivell dels ganglis de les arrels dorsals. La reacci6 neuronal i glial té tendéncia a extendre's cap als
processos centrals, incloent també les terminals i axons en la banya posterior de la medul-la espinal.
Aquestes transformacions han estat denominats canvis transganglionars (Adskogius et al 1992) i
consisteixen en degeneracié dels axons centrals, canvis moleculars de péptids i proteines associades
al creixement, col-lateralitzacié i alteracions de la transmissié sinaptica (Hokfelt 1994, Woolf i
Doubell 1994). Poc temps després de la lesi6 dels axons de neurones sensorials hi ha una expressid
incrementada de GFAP, indicativa de la hipertrofia astrocitaria, que no es pot prevenir amb
l'aplicacié del factor de creixement neural (NGF) en l'ax6 seccionat (Eriksson et al 1997). S'ha
observat l'embolcallament de terminals neuronals per cél-lules de l'astroglia sense acci6 fagocitica
(Persson et al 1991). Cél'lules de la microglia resident comencen a acumular-se entre les 24 i 48 hores

posteriors a la lesio en les arees de projeccid de la neurona sensorial (Persson et al 1995, Melzer et al
1997).

La intensitat i durada de les respostes astroglials i microglials sén proporcionals a la gravetat de la
lesié. Si bé es pot explicar que en animals neonatals, en qué la mort neuronal post-axotomia és
important, la proliferacié microglial i la resposta astroglial esta destinada a l'eliminacié de les restes
neuronals, no s'explica massa bé el seu paper en sujectes adults. En aquest cas, les respostes glials
estarien destinades a afavorir la supervivéncia i la recuperacié metabolica de la neurona i,
posteriorment, a afavorir la regeneracié axonal. Al mateix temps, l'astroglia estaria directament
implicada en l'aillament de les terminals sinaptiques espinals de les neurones afectades (Shortland i
Woolf 1993, Blizinger i Kreutzberg 1996). Aplicant un factor antimitotic (ARA-C) s'ha demostrat
que, malgrat I'eliminacié de gairebé la totalitat de la microglia espinal, la resposta neuronal, el grau de
creixement axonal i reinnervacié de dianes, aixi com els fenomens d'aillament sinaptic es produeixen
igualment (Svensson i Aldskogius 1993). De manera paral-lela, s'ha observat que la supressio de la
proliferacié microglial coincideix amb I'anul‘lacié de l'increment de 'expressié de GFAP després de
lesions axonals. Aquest fet indica que la hipertrofia dels astrocits tampoc és un requisit
indispensable per a la supervivéncia neuronal, la regeneracio axonal i l'aillament sinaptic (Svensson et
al 1993). Es probable que les cél-lules de la microglia no intervinguin en el mateniment i suport de la
neurona axotomitzada i, per contra, juguin un paper en l'eliminaci6 de restes en degeneracid i en la
remodelaci6é axonal després de lesions perifeériques (Aldskogius i Kozlova 1997).

2.5. Regeneracié axonal

Com a resultat de l'elasticitat del teixit connectiu del nervi, immediatament després de la lesio,
s'observa una retraccié que tendeix a generar un espai interneural i dificulta en alguns casos la
reparacié per sutura directa. En la zona de lesi6 es desencadena una reaccié inflamatoria amb
extravasaci6é de plasma sanguini procedent dels capil-lars seccionats i acumulaci6 d'exsudat entre
ambdds caps del nervi. La proliferacié dels fibroblastes per tal de conformar en el punt de lesié una
nova estructura endoneural constitueix, a la zona de seccid, una massa cicatricial conformada per
filaments de col'lagen amb vasos sanguinis, fibroblastes, CS i macrofags. La probabilitat que es
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generi un neuroma a l'extrem nervids augmenta en lesions no reparades, de manera que aquesta massa
fibrosa es transforma en un obstacle per a la regeneracié (Sunderland 1991).

Paral'lelament a la preparaci6 del soma neuronal per a la sintesi de components estructurals del
citoesquelet i la membrana, els segments proximals dels axons supervivents generen cons de
creixement. Aquests brots neurals que semblen aparé¢ixer no com a fendmens induits pel soma
neuronal , siné més aviat per senyals procedents de l'entorn local (Kato i Ide 1994), es fan presents
a les poques hores d'haver-se produit la lesié. Aquestes estructures "naveguen" distalment en
contacte amb les bandes de Biingner, formades per les CS alineades a I'entorn del teixit connectiu, i
la lamina basal dels tubs endoneurals (Selzer 1980) (Fig. 1.2.1). Les CS del segment nerviés distal, i
molt especialment, la subpoblacié de les no mielinitzants proliferen a l'interior de la ldmina basal
dels tubs endoneurials durant els primers dies postlesid, formant les anomenades bandes de
Biingner, (Ramon y Cajal 1928, Bunge 1987). A l'interior d'aquests canals, les CS generen un
gradient de factors neurotrofics i una membrana basal o matriu extracel-lular rica en elements
promotors del creixement axonal, que guien els cons de creixement fins als drgans diana denervats.
L'entitat derivada de la interacci6 entre la membrana basal de les CS i els cons de creixement axonals
€s el que s'anomena unitat regenerativa (Fawcett i Keynes 1990). Cada axd acostuma a generar entre
50 i 100 branques amb diversos cons de creixement que penetren a l'atzar en alguns dels tubs
endoneurials i creixen envoltats de les CS i llur membrana basal (Ramon y Cajal 1919). La velocitat
d'elongaci6 axonal vers el segment distal és de I'ordre de 2-4 mm/dia en espécies de rossegadors i
d'Imm/dia aproximadament en humans (Lundborg 1988, Bisby 1995). En abséncia pero de segment
distal, és freqiient la formaci6 d'un neuroma a l'extrem del nervi conformat per teixit connectiu 1
fibres nervioses immadures que bloqueja la regeneracié distal, al mateix temps que €s una font
d'estimulacié mecanica per contacte de les terminals axonals (Sunderland 1978, Devor et a 1989).

En aquest context, hi ha tres fendmens basics que condicionen I'éxit de la regeneracié axonal: en
primer lloc la producci6 tant a nivell central com periféric de factors neurotrofics que afavoreixin la
supervivéncia de les neurones lesionades; en segon lloc la proliferacié local de cél-lules no neuronals
que mitjangat 'alliberament de substancies d'efecte neurotrofic, neuritogénic i neuritotropic conegut,
promoguin especificament la regeneraci; finalment i sobre la base d'aquest suport molecular, s'ha de
produir I'elongaci6 axonal a través dels tubs endoneurials.

2.5.1 Supervivéncia neuronal i molécules neurotrofiques

En condicions fisioldgiques, la supervivéncia i el manteniment de neurones perifériques depen de la
capacitat de sintesi i alliberament de factors trofics per teixits i cél-lules no neuronals situades a
I'entorn del soma o 'ax6 de la neurona afectada. A nivell periféric, després d'una lesi6 nerviosa
s'incrementa notablement l'expressié d'aquests factors especialment en les CS, els fibroblasts
endoneurals i els macrofags infiltrats. Aquests tipus cel-lulars secreten, entre altres, péptids de la
familia de les neurotrofines (NGF, BDNF, NT3 i NT4/5), factors acid i basic de creixement de
fibroblastes (b-FGF, a-FGF), citoquines (CNTF, IL-1, IL6, TNF-o. i LIF), factors de creixement
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tipus insulina (IGF-I i III), factors derivats de cél-lules glials (GDNF), herregulines (NDF i GGF) i
d'altres (PDGF i EGF) (Liu 1996, Fu i Gordon 1997). Alguns d'aquests factors tenen efectes
especifics sobre determinats tipus neuronals, d'altres sén actius bioldgicament en més d'un tipus de
neurona i, finalment, d'altres presenten un ampli espectre d'activitats neurotrofiques i mitogéniques.
Aixi, el bFGF, al mateix temps que té activitat inductora de la mitogénesi de les CS, col-labora al
manteniment de la supervivéncia de neurones motores, sensorials i autondmiques simpatiques.
Receptors especifics localitzats als cons de creixement activen mitjangant la interaccié amb factors
trofics missatgers intracel-lulars que internalitzen aquestes molécules i les retrotransporten fins al
soma on expressen efectes inductors de la supervivencia i la regeneracio.

Per la seva banda, també les mateixes neurones lesionades sintetitzen i alliberen diferents molécules
neurotrofiques, entre elles les ja esmentades NGF, BDNF, NT3, aFGF, PDGF i GGF (Kobayashi
et al 1996, Marchioni et al 1993), que tenen efectes autocrins i paracrins sobre cél-lules neuronals i
efectes mitogénics sobre cél-lules no neuronals (Verge et al 1996). L'expressié neuronal de receptors
per factors trofics esta incrementada en algunes, perd no totes les neurones afectades. Aixi el trkB i
el p75 s'incrementen en motoneurones lesionades (Friedmann et al 1995, Raivich i Kreutzberg
1993), perd disminueixen en neurones del gangli de l'arrel dorsal. Aquest augment transitori pemetria
a les motoneurones acumular factors neurotrofics alliberats per la glia del seu entorn o bé facilitar el
transport retrograd de neurotrofines des de I'axé (Curtis et al 1994). Per contra, la disminuci6
paradoxal dels receptors d'alta i baixa afinitat per a neurotrofines en neurones sensorials sembla que
permetria regular internament els nivells de factors trofics endogens, per tal de mantenir-los per sota
del llindar a partir del qual la neurona torna al seu fenotip normal de "transmissi¢", perd encara

suficient com per promoure la supervivéncia neuronal i el manteniment dels cons de creixement (Fu i
Gordon 1997).

2.5.2 Proliferacié de cél-lules no neurals: les CS

Un segon factor important per la regeneraci6 és la proliferacié de ce¢l'lules no neuronals responsables
de generar el microambient idoni per al creixement axonal a I'extrem denervat. De tots els elements
implicats la CS té el paper principal, ja que s'encarrega de generar el substrat trofic i tropic que ha de
servir de suport, guia i estimul molecular dels axons que s'elonguen dins dels tubs endoneurals.
Després de l'axotomia, les CS incrementen l'expressié de factors trofics i dels seus receptors
corresponents. Alguns d'ells indueixen la proliferacié d'altres tipus cel-lulars com els fibroblastes
(bFGF i PDGF) o bé presenten efectes quimiotactics afavorint la migracié de macrofagos (LIF). El
resultat final és l'increment de la varietat i quantitat de factors mitogénics disponibles que activen la
proliferacié de CS o derivats de macrofags (IL-1 i TGF). La poblacié de CS al nervi degenerat
multiplica per quatre el seu ntimero i arriba a representar el 70% del total de la poblacié cel-lular
(Salonen et al 1988). Aquest component cel-lular és el responsable de generar una lamina basal i una
matriu extracel-lular amb activitat neuritogénica i neuritropica que inclou com a principals
components fibronectina, laminina, vitronectina, col'lagen tipus I, IT i IV, proteoglicans i tenascina C
(Reichardt i Tomaselli 1991, Liu 1996), i també molécules d'adhesié cel-lular com L1 i NCAMs
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(Kuecherer-Ehret et al 1990). Un segon mecanisme afavoridor de la regeneracio axonal és la uni6 de
factors neurotrofics a receptors de la membrana de la CS, l'expressié dels quals ha augmentat
considerablement després de la lesid, com és el cas del receptor de baixa afinitat per a NGF, p75. La
seva expressio s'incrementa drasticament després de la denervacié amb la funcié d'unir NGF i actuar
com un substrat neurotrofic per a 'axd regeneratiu. LINGF unit als receptors de membrana de les CS,
en interacionar amb el receptor tirosinaquinasa de la superficie de membrana dels cons de creixement,
¢s captat, internalitzat i transportat retrogradament fins al soma neuronal.

Al mateix temps, es redueix a les CS l'expressié d'altres gens que codifiquen components de la
mielina i dels factors CNTF (factor neurotrofic cil-liar) i GFAP (Sendtner et al 1992). La CS també
incrementa immediatament després de lesi6 l'expressié de IL-6 que té activita neurotrofica i de
manteniment de la propia cél-lula per via autocrina. Per altra banda, I'activitat dels macrofags
contribueix directament a la regeneracié nerviosa mitjangant I'eliminacié directa de substancies
inhibidores associades a la mielina i per mitja d'una amplia gama de factors que sén importants per
la reparacio cel-lular. Els macrofags alliberen també mitogens per a les CS i fibroblastes, citoquines
que estimulen la sintesi de factors de creixement i molécules d'adhesié en cél-lules no neurals del tub
endoneurial i cél-lules endotelials.

2.5.3 Elongacio dels axons regeneratius

El tercer element fonamental de la regeneracié és l'elongacié de 'axd supervivent. Els cons de
creixement presenten una regio periférica i una regié central o cos que actua com a centre d'ancoratge
de la membrana plasmatica i del citoesquelet, que s'encarrega de consolidar I'ax6 regeneratiu. En
aquesta regi6 és caracteristica la preséncia d'una acumulacié de vesicules i la polimeritzacié de noves
unitats de tubulina que possibilita bé I'allargament dels microtibuls existents o bé la formacié de
nous (Bray 1992). El segment periféric emet unes extensions citoplasmatiques anomenades
filopodis i lamel-lipodis, plenes de filaments intermitjos i proteines contractils com l'actina i la
miosina (Letorneau i Shattuck 1989, Bamburg et al 1992, Bridgman 1992) que actuen com a organs
"exploradors" del territori que els cons de creixement es disposen a travessar. La progressi6 de
l'allargament dels cons decreixement es produeix gracies a I'ancoratge dels filopodis a molécules del
substrat tropic de la matriu extracel-lular a través d'una poblacié de receptors per a molecules
d'adhesio especifiques com les integrines o les NCAMs situades en la seva membrana (Letorneau i
Shattuck 1989). Aquesta interaccié permet a les proteines contractils dels filopodis estirar el con de
creixement i fer avangar el cos central. La presénca d'ions calci i proteines quinases fan possible
l'estabilitzaci6 del citoesquelet format en fosforilar els mondmers de tubulina i les seves proteines
associades, anomenades MAPs. Aixi doncs, la produccié d'un entorn regeneratiu adequat amb una
lamina basal o matriu extracel-lular rica en elements neurotrofics i neurotropics gracies a les CS és un
fet determinant per a poder produir una elongacié rapida i eficag.
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3. Denervacié i reinnervacié d'organs diana

3.1. Canvis en els organs diana denervats

La lesié axonal desconnecta la neurona dels organs diana distals. La desaparicié d'aquesta relacio, a
través de la qual la cél-lula nerviosa es nodreix de factors trofics procedents dels teixits periférics,
també afecta a les cé¢l-lules diana. No totes les céllules diana, en musculs, pell i dianes autondmiques
son, pero, igualment sensibles ni es comporten igual davant la denervacid.

3.1.1 Muscul esquelétic

Els estudis de denervacié han demostrat que la innervacié muscular és essencial per al manteniment
de I'estructura, l'activitat metabolica, les caracteristiques immunohistoquimiques i la integritat de les
fibres musculars i el muascul. El muscul és capag de sobreviure a la denervaci6 durant llarg temps,
encara que pot patir tres tipus de processos: atrofia, fibrosi i contractura. Durant el primer mes de
denervacid l'atrofia és el fenomen predominant. La pérdua d'innervaci6 i la manca d'activitat produeix
una caiguda significativa del seu volum i pes, especialment durant els primers mesos d'inactivitat
(Sunderland 1991). No totes les fibres musculars resulten uniformement afectades, fet que fa variar
I'estat muscular d'una regié a una altra. Les fibres musculars presenten una reduccié de volum per la
pérdua de sarcoplasma, que es quantifica en una reduccié del 70% del seu diametre als 60 dies de la
lesié. La pérdua de pes que experimenta per l'atrofia de les fibres musculars es compensa
parcialment per la proliferacié de teixit connectiu. Temps després de la denervacid, les fibres
musculars presenten una placa motora identificable, encara que aquesta perd la seva morfologia
caracteristica i és, per tant, més dificil de detectar. Les fibres intrafusals semblen afectar-se en menor
grau que les extrafusals; s'ha pogut identificar en material histologic d'humans la preséncia de fusos
musculars fins als 16 mesos de denervacié. La denervacié produeix un engruiximent de l'epimisi, el
perimisi i I'endomisi que envolten les fibres musculars. Entre el segon i el tercer mes de denervacié es
comenga a observar un increment del nombre de fibroblastes i del gruix del perimisi i I'endomisi. Al
final del tercer mes l'atrofia de les fibres €s tan evident que aquestes queden separades per amplis
espais extracel-lulars. A partir dels 12 mesos de denervacié i en casos d'atrofia extrema, els canvis
experimentats per la massa muscular esdevenen irreversibles i la fibra muscular s'oblitera.
Posteriorment es fragmenta el nucli i el sarcoplasma adquireix una morfologia "arrossariada".
Finalment la cél-lula es vacuolitza, es trenca la membrana del sarcolema i la fibra es fragmenta. L'area
afectada és envaida aleshores per macrofags que eliminen els detritus resultants. En aquests casos,
fibres de teixit connectiu i fibroblasts conjuntament amb adipocits substitueixen les fibres musculars
perdudes. La degeneracié muscular i la fibrosi acaben generalitzant-se a tota la massa muscular
(Sunderland 1991). La immobilitzaci6 de l'extremitat denervada o el predomini del to muscular dels

grups antagonistes als denervats produeixen una redistribucié del balang de forces sobre l'articulacio.

L'afectacié muscular resultant de la denervacio es pot explicar per la desaparici6 de I'acci6 trofica que
determinades substancies alliberades per la terminal axonica tenen sobre la fibra muscular. D'altra

banda, I'engruiximent de la paret capil-lar, 'acumulacié de col-lagen en l'espai intersticial o canvis de



22 Tesi Doctoral

l'estructura del sarcolema podrien dificultar la transferéncia de nutrients des dels vasos fins a les
fibres del muscul denervat. La paralisis vasoconstrictora i la immobilitzacié causada per la paralisi,
que elimina la bomba muscular com a mecanisme per afavorir el retorn vends, afavoreixen '¢stasi
linfatica i venosa i son factors adicionals que expliquen una irrigacié insuficient del muscul denervat
parcialment o totalment (Sunderland 1991).

3.1.2 Receptors sensorials i pell

Diferents tipus de lesions nervioses centrals i perifériques (seccid del nervi, resecci6 del gangli de
l'arrel dorsal, rizotomia i bloqueig amb toxina botulinica de la musculatura) produeixen una
disminuci6 en diferents graus del gruix de 'epidermis en llurs regions de projeccié (Li etal 1997). La
desaparicié de l'efecte trofic continuat de productes com el CGRP, alliberats per les terminals
nervioses sensorials sobre els estrats epidérmics explica I'atrofia cutania per lesions sensorials. En el
cas de lesions motores on es mantenen les terminals sensorials, la pérdua d'estimuls del pes de
l'animal per la manca d'is dels miisculs denervats i la interferéncia per part d'axons motors dels
processos de transport de factors neurotrofics en axons sensorials veins justifiquen la majoria de
canvis (Li et al 1997). De manera paradoxal, la simpatectomia no desencadena un aprimament
epidermic amb la denervacio, fet que es pot relacionar amb un increment de la immunoreactivitat de
CGRP i VIP en la pell després d'aquestes lesions (Li et al 1997). La denervacid continuada també
posa de manifest un increment de l'expressié del neuropéptid estructural PGP 9.5 (una ubiquitina
neuronal) en cél-lules de Langerhans (c¢l-lules presentadores de CMH tipus I 1 I a la pell) que
desapareix amb la reinnervacié (Hsieh et al 1996). Aquestes cél-lules son font de produccié de

citoquines, que podrien tenir també una accid trofica sobre els queratindcits de l'epidermis.

Estudis immunohistoquimics demostren que la reactivitat al PGP 9.5 que marca tota mena de fibres
nervioses despareix lentament a mesura que té lloc la degeneracié walleriana. Als 16 dies d'una
compressid s'observa l'arribada a la dermis dels primers perfils regeneratius que penetraran
posteriorment a la epidermis i que corresponen a terminacions lliures de nociceptors i
termoreceptors. A diferéncia del patré normal d'innervacid, i malgrat que proves funcionals
paral-leles mostren una recuperacio de la resposa a I'estimulacié dolorosa, les terminals formen una
xarxa de terminacions epidérmiques reduida i poques arriben a les capes més superficials (Verdu i
Navarro 1997, Navarro et al 1997). Aixi s'observa una densitat de fibres per area epidérmica i un
nombre de perfils intraepidérmics clarament disminuits (Verdd i Navarro 1997)

Els receptors sensorials cutanis encapsulats depenen de la innervacié6 sensorial per a desenvolupar-
se i mantenir-se (Zelena 1976). Les terminals sensorials dels corpuscles cutanis estan embolicades
per CS terminals i els seus processos citoplasmics sustentats també en la membrana basal (Ide
1986). La denervaci6 sensorial en fases postnatals (fins als 5 dies postnatals en la rata) produeix una
degeneraci6 d'aquestes formacions i les seves estructures adjacents. En aquesta etapa, la reinnervacid
per axons regeneratius indueix la neoformacié de terminacions especialitzades encara que
estructuralment atipiques. En animals adults sotmesos a compressié del nervi ciatic, el core, la
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capsula i les estructures auxiliars sobreviuen a la lesié i poden ser reinnervardes (Ide 1982). Per
contra, la denervaci6 continuada produeix I'atrofia de les CS terminals i un increment de col-lagen. Se
sap que en periodes de fins a 14 mesos de denervacio, les CS terminals persisteixen i contribueixen al
manteniment de la formacio sensorial 1 a la seva reinnervacié (Ide 1982, Zelend 1984). Al mateix
temps, la denervaci6é produeix la desaparicié de molécules d'acetilcolina esterasa no especifica que
normalment és sintetitzada al reticle endoplasmic rugés de les CS terminals i alliberada a l'espai
extracel-lular. Aquesta disminucié és deguda tant a la desaparicié de l'efecte trofic de la innervacid,
com a l'atrofia de la propia formacié terminal i les CS del seu entorn (Dubovy i Aldskogius 1995).

Els corpuscles de Paccini son resistents a la denervaci, encara que una vegada reinnervats mostren
una morfologia particular. Aixi, mentre que en la pell innervada, les terminals axonals s'acostumen a
dividir en multiples branques aixoplugades sobre una mateixa estructura de cél-lules corpusculars, els
corpuscles de Paccini reinnervats mostren un core individual i separat per cadascuna de les branques
nervioses i una estructura morfologicament molt diferent (Zelena 1984, Munger 1988). La
morfologia dels corpuscles de Meissner no es modifica excessivament en animals adults per la lesi6 i
la reinnervacié mantenint fines lamel-les i axons de gran diametre al seu interior, encara que amb una
disposicid distorsionada. S'observa perd que ocupen una posicié més profunda a les papil-les
dérmiques que els seus corresponents originals i es troben sovint envoltades de corpuscles de
Meissner atrofics no reinnervats caracteritzats com a agregats cel-lulars i lamina basal (Munger 1988,
Verdu i Navarro 1997). En quant a les c¢l-lules de Merkel, situades a I'epidermis basal i innervades
per axons tipus AP, després d'una compressié o secci6 nerviosa es produeix la pérdua d'un 60% de
la poblaci6, mentre que el 40% restant sobreviuen de manera independent (Nurse et al 1984,
Dubovy i Aldskogius 1995). A les 3-5 setmanes s'observa una progressiva recuperacid del nombre
de ceél-lules per l'arribada d'axons regeneratius deguda a la diferenciacié de noves cél-lules de Merkel
probablement induida per la innervacié (Nurse et al 1984). Pel que fa a la seva morfologia, després
de la denervacid, mostren un aspecte histologic molt semblant a I'original, encara que alguns registres
elecrofisiologics posen de manifest una reinnervacié per un nombre de col-laterals nervioses menor
(Nurse et al 1984). Des del punt de vista funcional sha demostrat que la reinnervaci6 genera camps
mecanoreceptors més amplis i solapats que els originals. Al mateix temps, una elevada proporcié
d'aquest receptors mostra electrofisiologicament una pérdua de la seva capacitat per actuar com a
receptors d'adaptacié lenta, amb una atenuacio rapida de la seva freqiiéncia de despolaritzacié davant
d'un estimul tactil fi (Nurse et al 1984).

3.1.3 Dianes del sistema nervids autonom

Les glandules sudoripares (GS) mostren amb la denervacié postganglionar un procés de
desensibilitzacid a l'accié d'agents colinérgics, constituint una excepcio a la llei de Cannon (Cannon
1939, Kennedy i Sakuta 1984) segons la qual la denervaci6 produeix una hipersensibilitzacio de
receptors periférics a l'accié d'activitat o molécules agonistes. No s'han observat canvis en la densitat
1 la distribucié de receptors muscarinics de les GS denervades ni cap alteracié del subtipus de
receptor o alteracié de la afinitat pels seus agonistes (Grant et al 1991). Tampoc s'han demostrat
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alteracions produides per la denervacid sobre el sistema d'acoblament de la proteina G al
metabolisme del fosfatidilinositol, ra6 per la qual es pensa que la desensibilitazcié és deguda a la
manca d'alliberament des de la terminal axonal d'una o diverses proteines que regularien la funcié dels
canals de Cl- i K* (Grant i Landis 1991). Des del punt de vista estructural, la denervaci6 traumatica
o0 tdxica comporta una pérdua de la innervacié de la GS per part de perfils immunoreactius a PGP
9.5, CGRP i VIP, mentre que la seva estructura histologica es manté intacta i no experimenta canvis
(Kennedy et al 1990, Verdu et al 1998).

Per contra, els vasos sanguinis que reben innervacié autondomica dels fascicles nerviosos afectats
mostren fenomens d'hipersensbilitat a la denervaci6 i reaccionen amb una vasoconstriccid reactiva
que, si bé en primera instancia permet mantenir un cert nivell de pressio arterial muscular, al mateix
temps produeix un deéficit d'irrigaci6é de 'extremitat afectada (Sunderland 1991). Alguns autors
assenyalen la paralisis vasoconstrictora com un dels elements que participen en provocar fendmens
d'atrofia muscular i cutania postdenervacié (Sunderland 1991).

3.2. Reinnervaci6 periférica

La reinnervaci6 dels organs diana distals que han quedat denervats per la lesi6 i la posterior
maduraci6 dels axons regeneratius una vegada ja ha tingut lloc la reinnervaci6 es consideren les fases
finals del procés de regeneracié nerviosa. Una série complexa de senyals bidireccionals establerts
entre axons regeneratius i organs diana periférics regula la reinnervacié. Aixi, en la reinnervacio6
muscular, l'increment de la sintesi i l'alliberament d'IGF per part dels miocits denervats, que es
normalitza en produir-se el contacte neurona-fibra muscular i la neoformacié de la sinapsis,
afavoreixen el restabliment de les connexions neuromusculars (Glazner i Ishii 1995). Al mateix
temps, les motoneurones i les propies fibres musculars alliberen agrina, un polipéptid que s'uneix al
seu receptor del sarcoplasma de les fibres musculars denervades i desencadena la reorganitzacio i
agregacid dels receptors d'acetilcolina en la zona de membrana on s'ha de produir el contacte
neuromuscular (Bowe i Fallon 1995). D'aquesta manera, la combinacié de factors i claus
quimiotactiques i I'accié de proteines reorganitzadores dels elements de la membrana postsinaptica
garantitzen la formacié de les noves connexions perifériques.

La reinnervacio, a més dels canvis que s'indueixen en la membrana de I'organ diana, implica també
modificacions estructurals de les neurones regeneratives per tal de transformar els seus cons de
creixement en botons presinaptics. Aixi, la progresi6 de 1'ax6 regeneratiu mitjangat la polimeritzaci6
de noves unitats de tubulina en la formacié de microtibuls estd mediada per la fosforil-laci6 de la
GAP-43 (Skene 1989), lligada a una cadena de reaccions bioquimiques que en darrera instancia
produeix la inactivacié de diverses quinases del con de creixement, inhibeix la seva unié a la
calmodulina i causa una reducci6 dels processos de fosforil-lacié i un descens dels nivells de la
concentracié d'ions Ca2* lliures que dificulta la polimeritzacié i I'estabilitzaci6 de nous microtubuls i
per tant el procés d'elongacié de 1'ax6 regeneratiu (Strittmatter et al 1991). A la vegada aquesta
metamorfosi dels segments regeneratius distals implica un increment del transport de vesicules que
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fusionades amb la membrana dels cons de creixement augmenten la seva superficie i el seu volum
citoplasmatic. D'aquesta manera, les vesicules aporten lipids i proteines de membrana que
col-laboren a estructurar la membrana presinaptica (canals de calci, bombes de sodi-potassi-ATPasa,
receptors presinaptics, etc.) i, al mateix temps, s'estabilitza el citoesquelet de 1'ax6 regenerat i
augmenta el transport d'organuls citoplasmatics i de vesicules de neurotransmissors i
neuromoduladors (Kelly i Grote 1993).

La darrera fase de la regeneracid nerviosa €s la maduraci6 dels axons i les CS. En aquest periode
posterior a la reinnervacid es produeix un increment del diametre axonal i del gruix de la beina de
mielina. A més, I'ax0 incrementa la sintesi i el transport de proteines del citoesquelet. La CS, pel seu
costat, mostra un increment de la sintesi de lipids 1 proteines de la mielina i una reduccié de la
produccié de factors neurotrofics. Tots aquests canvis en conjunt comporten la maduracié axonal
des del punt de vista estructural i funcionalment la recuperacié de la velocitat de propagacid
d'impulsos bioeléctrics per part de les fibres regenerades (Sunderland 1991). Tot aquest conjunt de
canvis estructurals, bioquimics i fisiologics responen a la posada en funcionament d'un programa
complex d'expressio i repressio génica selectiva en neurones i CS. Aixi, quan es reestableix el
contacte neuromuscular, s'observa un increment de 'expressié de gens que codifiquen la sintesi de
lipids i proteines de la mielina (Johnson et al 1988) aixi com també d'alguns factors neurotrofics
especifics com el CNTF que s'acumulen al citoplasma de les CS (Sendtner et al 1992). Al mateix
temps disminueix l'expressid dels gens que determinen I'expressié del receptor de baixa afinitat per a
NGF (p75NGFR) i la neurotrofina NGF (Johnson et al 1988). El contacte intercel-lular incrementa
també els nivells citoplasmatics de AMPc en la CS i indueix a la seva vegada 'expressié génica
(LeBlanc i Poduslo 1990, LeBlanc et al 1992). Un dels factors de transcripcio activats pels nivells
d'AMPc és el SCIP ("suppressed cAMP-inducible POU") que es considera responsabe dels canvis
génics a les CS que condueixen a la mielinitzacié axonal (Scherer et al 1994). Al mateix temps,
l'increment de AMPc intracel-lular també pot induir-se per factors difusibles secretats per les
mateixes neurones regeneratives que d'aquesta manera exerceixen un control axonal indirecte sobre
l'expressié génica de les CS (Bolin i Shooter 1993).

De fet, les CS no només juguen un paper decisiu en la maduracié neural, sind també en la
reinnervacio periférica. Aixi, en la unié neuromuscular es pot observar que les CS no mielinitzants
responsables del recobriment de la unié neuromuscular, participen en el manteniment i la reparacid
postlesiva de les sinapsis entre motoneurones i fibres musculars. Aquests cél-lules son sensibles a
canvis de la transmissié sinaptica que té lloc a la placa motora (Jahromi et al 1992) i responen a
l'estimulacié dels axons motors amb un canvi de la permeabilitat per ions calci mediats per canals
dependents de voltatge o lligand (Robitaille 1995). D'altra banda, en processos de denervacié
muscular, aquestes cél-lules també contribueixen al manteniment dels midcits denervats al migrar cap
a ells i alliberar acetilcolina (Brockes 1984). Al mateix temps, emeten processos citoplasmatics
multiples fins les fibres musculars, que els serveixen de guia per al creixement dels axons motors
durant la reinnervaci6 i inhibeixen l'excés d'elongacié axonal a les proximitats de la placa
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neuromuscular per iniciar la sinaptogénesi (Chiu et al 1991, Son et al 1996). Les CS terminals també

promouen la col-lateralitzacié terminal dels axons motors cap a diverses fibres musculars veines
(Duvovy i Svizenska 1994).

Diversos estudis han demostrat que diferents tipus de fibres nervioses manifesten una capacitat
diferencial per emetre colaterals, regenerar i reinnervar les seves dianes (Navarro et al 1994, 1997).
Pel que fa a la innervacié muscular i sensorial dels fusos musculars, després de compressions
perifériques, s'observa un cert retard en la reinnervacid de fibres musculars intrafusals respecte de les
extrafusals 1 la regeneracid de fibres sensorials de projeccié cutania i mostren patrons de reinnervacio
permanentment deficitaris (Verdu i Navarro 1997). Aixi es troben cronicament alguns fusos
musculars denervats o parcialment innervats amb una estructura anomala. Els axons regeneratius
sensorials es projecten sobre un territori distal d'extensio superior a l'original segons la seva capacitat
de col-lateralitzaci6. Aixi, les fibres sensorials primes nociceptives (polimodals) presenten després
de lesions una reinnervaci6 funcional més extensa que els axons sensorials gruixuts (mecanoreceptors
de baix llindar) (Povisen et al 1994). Hi ha evidéncies que mostren que la reinnervacié funcional per
axons prims sudomotors i nociceptius s'inicia abans i assoleix nivells superiors que la d'axons
mielinics sensorials o motors (Navarro et al 1994). L'existéncia de diferéncies en la taxa de
regeneracio i el temps de maduracié i l'establiment de sinapsis de novo entre aquests tipus de fibres
nervioses podrien explicar aquest fet (Navarro i Verda 1997). L'estudi immunohistogimic de la
innervacié intraepidérmica per part de terminacions lliures amb funcié termoceptora o nociceptora
demostra que, després de seccid nerviosa, el patrd de reinnervacié dérmic i epidérmic és deficient
respecte de l'original o respecte del mostrat després d'una compressio. Aixi s'observa un nombre
elevat de terminacions lliures que queden aturades a nivell de la membrana basal epidérmica mostrant
una dificultat per travessar-la (Stankovic et al 1996, Verdua i Navarro 1997). De fet, en lesions de
seccid, dificilment els axons aconsegueixen resituar-se al seu tub endoneurial original produint en la
majoria dels casos un redireccionament erroni del axé regenerativa. Les fibres intraepidérmiques
corresponen a axons amielinics tipus C o terminals derivades de fibres mieliniques localitzades a la
dermis que perden el seu embolcallament en travessar la membrana basal epidérmica, quedant I'axd
en contacte directe amb els queratinocits. Quan les fibres amieliniques degeneren, no es formen
bandes de Biingner, rad per la qual els axons amielinics tenen més dificultat per trobar punts per
travessar la membrana basal del limit dermo-epidérmic (Stankovic et al 1996). Quan es compara la
reinnervacié funcional amb l'estudiada per métodes immunohistoquimics es pot observar que la
recuperacio de la funcié muscular i sudomotora té lloc aproximadament 48 hores després de
l'aparicié de perfils nerviosos sobre aquestes dianes (Verdu i Navarro 1997). Aquest retard és
probablement el temps necessari per tal que els axons motors i autondmics efectuin la
neosinaptogénesi que sembla bastant semblant entre axons motors i autonomics. Per contra i
paradoxalment, el mateix estudi demostra la recuperacié funcional de la sensibilitat dolorosa 48 hores
abans de la preséncia de perfils immunoreactius a PGP 9.5 intraepidérmics. Les terminals lliures
regeneratives poden comengar a respondre a estimuls nociceptius en la profunditat malgrat no haver
aconseguit travessar la lamina basal epidérmica (Verda i Navarro 1997).
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4. Especificitat de la reinnervacié periférica

La correcta restituci6 funcional després d'una lesi6 nerviosa no només exigeix 1'éxit de la regeneraci6
axonal i de la reinnervaci6 de dianes perifériques, sino que precisa també d'una apropiada reconnexio6
entre neurones i Organs diana, amb un patrd similar al normal o com a minim compatible amb el
desenvolupament de la funcid. Els principis que regulen la conducta de navegacio axonal després de
lesions i la capacitat que tenen els axons lesionats per reinnervar les seves dianes originals estan
condicionats sumultaniament per quatre tipus de mecanismes: neurotropisme, guiatge per contacte,
neurotrofisme i alineament quirirgic (Fig. [.4.1) .

A. Alineament quirtrgic B. Guia per contacte
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Fig. 1.4.1. Teoris que determinen els mecanismes d'especificitat. A. Alineament quirtrgic: el desti axonal queda
determinat al punt de reparacid per l'alineament de la sutura. B. Guia per contacte: els axons regeneratius sén guiats al
seu extrem distal correcte gracies al reconeixement d'un substrat de senyals moleculars. C. Neurotropisme: els axpns
regeneratius son atrets cap a l'extrem distal corresponent després d'escollir la trajectoria adequada responent a factors
difusibles alliberats per l'extrem distal. D. Neurotrofisme: els axons seleccionen a l'atzar els tubs endoneurials distals;
aquells que aconseguiexen fer contacte amb una diana adequada reben suport trofic, maduren es mielinitzen, mentre que
la resta seran eliminats (Doolabh et al 1996).

El neurotropisme fa referéncia a l'atraccié quimiotactica a través d'una distancia interneural pels
efectes promotors del creixement i guia d'una série de factors quimiotactics alliberats a distancia per
I'extrem neural o les dianes distals. El guiatge per contacte posa émfasi en la regulacié del creixement
dels axons mitjangant factors moleculars localitzats a l'entorn dels axons i en el reconeixement del
cami correcte mitjangant la interaccié amb substrats que regulen l'adhesié de I'axé a la membrana
basal. El neurotrofisme suggereix que la seleccié de tub endoneurial per part de I'ax6 s'efectua en
funci6 del nivell de substancies trofiques que assegurin la supervivéncia neuronal i I'elongacié i la
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mielinitzacié axonals fins la diana en el menor temps possible i per fenomens de identificacié
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especifica. Al mateix temps, la hipotesi neurotrofica destaca I'important efecte de I'organ diana com a
font de factors de creixement adequats, de manera que els axons que en un cert temps no
aconseguiexin reinnervar dianes adequades no aconseguiran sobreviure o si més no madurar.
Finalment, la teoria de l'alineament quirurgic assumeix que el desti final dels axons regeneratius ve
principalment determinat per la disposicid o enfocament de I'ax6 respecte dels tubs endoneurials
amb els que quirdrgicament ha estat posat en contacte, de manera que una vegada encarat a un
determinat tub endoneurial, per raons mecaniques, no pot corregir la seva trajectoria. En aquest
context l'alineament entre els extrems neurals proximal i distal és el principal factor determinant de
l'especificitat de la reinnervacié de troncs plurifasciculars (Doolabh et al 1996).

4.1. Poliinervacio, hiperinnervacio, innervacié aberrant

Els axons regenerats reconnecten amb estructures diana, recuperant la seva capacitat per transmetre
en direcci aferent o eferent senyals bioeléctrics. La reinnervacié i l'establiment de connexions
sinaptiques actives per part d'axons regeneratius no garantitza pero la recuperacié de la funcié global
(Sumner 1989). L'ax6 col-lateralitza de manera prolifica en el punt de lesi6 i emet multiples branques
cap a tubs endoneurials distals. L'especificitat topografica i funcional de la reinnervacié6 de cada ax6 i
el nombre de branques de cada neurona és determinant per a la qualitat de la recuperaci6 final
obtinguda. Aquesta depén, entre d'altres factors, de la gravetat de la lesié (Brushart 1988), el
procediment reparatiu emprat (Brushart 1993), el nombre de bifurcacions del tronc nerviés (Sumner
1989, Brushart et al 1998), el grau de regeneraci6 assolit i del temps de recuperacié de la lesio
(Madison et al 1996). Aixi, s'han descrit diferents transtorns de la qualitat de la reinnervacié
-poliinervacio, reinnervacié inespecifica i hipeinnervacié- que entorpeixen 1'ds de sinapsis actives per
al correcte desenvolupament d'una funcié complexa com la deambulacid, la manipulacié d'objectes o
la discriminaci6 i localitzaci6 tactil. La poliinervacié té lloc quan una mateixa diana és reinnervada al
mateix temps per diferents axons o per terminals d'un ax6 pertanyent a una mateixa neurona,
cadascuna de les quals estableixen la seva sinapsi. Aquest procés es produeix poc després de
l'arribada de 1'ax6 sobre la diana i pot arribar a afectar fins al 60% de les fibres musculars i presenta
una tendéncia a reduir-se amb el temps (Gorio et al 1983). La reinnervacié inespecifica és el contacte
d'una diana per part d'un axd Unic d'una neurona que originalment no l'innervava (Sumner 1990). Els
efectes funcionals s6n especialment notables quan les motoneurones que innervaven musculatura
flexora reinnerven després de la lesié musculatura extensora de la mateixa extremitat, o quan algunes
neurones sensorials canvien el seu territori de projeccid cutani (Sumner 1990, Montserrat i Benito
1988). La reinnervaci6 inespecifica d'axons motors sobre territoris sensorials té també tendéncia a
reduir-se amb el temps i 1'ds (Brushart et al 1993). El concepte d'hiperinnervaci fa referéncia a la
innervacié d'una mateix organ distal per multiples axons procedents de diferents neurones, que al
mateix temps emeten altres branques sobre multiples dianes. Depén de la quantitat de branques
col-laterals emeses en el punt de lesié per cada axd seccionat i no té tendeéncia a reduir-se
espontaniament amb el temps (Angelov et al 1993, Angelov et al 1996). El resultat €s l'activacio
simultania, per la despolaritzacié d'una Unica neurona, d'organs diana, generalment musculars, el
funcionament dels quals no esta habitualment sincronitzat (Angelov et al 1995). Els fendmens de
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poliinervacid, hiperinnervacié i reinnervacié aberrant sén els principals causants de 'anomenada
sindrome de paralisi postquirtirgica, que té lloc després de lesions de nervis perifériques, consistent
en el blocatge del moviment, moviments associats anormals, discinésies i pérdua de control i
coordinacié motora (Kimura et al 1975, Bento i Miniti 1993). Les neurones que projecten sobre
dianes perifériques equivocades no presenten sempre capacitat per adaptar el seu comportament
electrofisiologic (patrons de descarrega) a les necessitats dels organs errdniament reinnervats (Gruart
et al 1996), encara que alguns dels pacients afectats per aquesta mena de fendmens post-
reinnervatius poden aprendre a recodificar els moviments i la topografia sensorial.

4.2. Activitat neurotropica i nivells d'especificitat

El terme neurotropisme s'utilitza en neurobiologia per descriure la regeneraci6 d'un ax6 dirigida per
un gradient de concentracions de factors fins a reinnervar una diana especifica, en front d'altres tipus
cel-lulars i organs no afins (Brushart 1991). Un dels debats cientifics a I'entorn de la regeneracié se
centra en 'existéncia o no d'especificitat mediada per fenomens tropics a entre els axons regeneratius
i teixit nervios, amb el seu tronc o fascicle nervios corresponent, respecte el seu tub endoneurial
original, amb una una diana que li sigui tissularment corresponent i fins i tot un 0rgan no només
tissluarment siné funcionalment adequat.

En el context de la teoria neurotropica, cal distingir jerarquicament dels nivells d'especificitat més
grollers fins als més fins entre especificitat de teixit o tissular, especificitat fascicular o de tronc
nervids, especificitat de funcié motora versus sensorial, especificitat topografica i especificitat
d'organ diana. El teme especificitat de feixit expressa la capacitat del col-lectiu d'axons regeneratius de
dirigir-se cap a un segment distal nervids i no cap a estructures connectives, Ossies o d'altres teixits
no neurals. L'especificitat fascicular o troncular descriu la capacitat dels axons d'un fascicle
determinat de trobar el seu corresponent extrem distal com seria la regeneracio dels axons del nervi
peroneal a través de l'extrem distal del fascicle peroneal després d'una lesié del nervi ciatic.
L'especificitat sensori-motora és la que separa els axons aferents dels eferents i juga un paper
determinant la poblaci6é d'axons que reinnerva nervis tributaris. En aquest context, 1'especificitat
topografica demostra la capacitat dels axons que es projectaven sobre una regié corporal de
reinnervar la mateixa zona després de la lesi6. Aixi, per exemple, després d'una lesié del nervi mitja,
els axons sensorials que recollien la sensibilitat del dit index s'han de projectar cap aquest mateix dit
per garantir una correcta localitzacié dels estimuls. Finalment, l'especificitat d'organ diana es
produeix quan una neurona reinnerva pereferntment el tipus de diana que originalment innervava i
per al qual ocupa una disposici6 anatdomica i presenta connexions especifiques amb vies i nuclis
centrals (Brushart 1998). Les dades dels estudis realitzats fins al moment confirmen l'especial
afinitat dels axons regeneratius pel seu extrem distal davant d'altres teixits, posen en dubte
l'existéncia d'un neurotropisme fascicular, i confirmen en un model de nervis mixtes I'afinitat especial
dels axons motors per dianes musculars (Brushart et al 1988, 1990, 1993) i dels sensorials per
regions cutanies (Madison et al 1996). En termes globals tot i que una gran majoria dels factors
trofics, molécules d'adhesid, proteines de la matriu extracel-lular i molécules d'activitat neurotropica
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durant el desenvolupament han estat implicades, es desconeixen els elements moleculars que fan

possible aquesta identificacié en models de lesi6 i regeneracié en animals postnatals i adults.

4.2.1 Neurotropisme tissular

Les teories neurotropiques i quimiotropiques dels axons regeneratius i l'efecte de 'extrem distal
nervids va ser enunciades per primera vegada per Forssman (1898) i revisades posteriorment per
Ramon y Cajal (1928). Aquest autor va establir que la navegacié axonal estava condicionada per
l'accié de diferents elements -entre ells les CS-, pero que aquesta influéncia no era individual i
especifica entre cada ax6 i cada tub endoneurial sin6 general i col'lectiva per a tots ells, que sén
dirigits cap a la periféria; va batejar aquest fenomen amb el nom de neurotropisme. Cal als anys
quaranta, Weiss i col-laboradors van descartar després d'una série de treballs, posteriorment molt
criticats, la hipdtesi neurotropica de Cajal (Weiss i Taylor 1944, Weiss i Hoag 1946). Aquest fet va
descoratjar la receca en aquest camp durant un parell de décades. A principis dels 80, Lundborg va
demostrar que els axons regeneraven dins d'una cambra tubular en sentit obliqu per tal de dirigir-se
adequadament cap a l'extrem distal que havia esta suturat a l'angle oposat (Lundborg 1982).
Posteriorment diferents treballs van posar de manifest que, davant la disjuntiva de regenerar cap a
dos teixits diferents exposats a l'extrem nervids proximal per mitja d'un tub en "Y", els axons es
dirigien preferentment cap a teixit nervios (extrem nerviés distal) que cap a teixit ossi, tendinds o de
granulaci6é (Lundborg et al 1988, Mackinnon et al 1986). Aquests experiments, consistents amb
I'hipotesi neurotropica de Cajal, no van aconseguir demostrar-la de manera especifica, donat que les
diferéncies observades podrien ser atribuides a la distribucié i la disponibilitat de factors
neurotrofics de subpoblacions d'axons que determinen a la vegada la seva capacitat de sobreviure.
Recentment, s'ha demostrat I'efecte atractiu de l'extrem distal sobre les CS productores de factors
neurotrofics (Abernethy et al 1994). La manca d'extrem nervids distal produeix una elongacio
erratica dels axons regeneratius, els quals quan s'enfronten a l'extrem distal mostren una clara
direccionabilitat fins i tot abans d'arribar a contactar amb ell (Kuffler 1989).

4.2.2. Neurotropisme fascicular

Per demostrar que existia neurotropisme de tronc nervids o fascicular, Politis i col-laboradors van
exposar els axons seccionats dels nervis tibial o peroneal de rata en un extrem del tub en "Y" als
extrems distals fasciculars d'aquests dos nervis, separats per un espai interneurals de 5 mm. Al cap
de 4 setmanes, es va observar una selectivitat de creixement dels axons peroneals cap a l'injert
peroneal (Politis et al 1982, Politis 1985, Politis i Stess 1986) (Fig 1.4.2). El breu periode de
seguiment, perd, no va permetre discriminar entre el possible efecte neurotrofic que promouria el
creixement selectiu dels axons amb més disponibilitat de factors de creixement i un veritable efecte
neurotropic. Els intents de replicar aquests experiments en models de tubs en "Y" utilitzant fascicles
nerviosos distals i comptant el nombre d'axons han conduit cap a resultats controvertits . Aixi,
Seckel i col-laboradors van trobar una selectivitat de 2:1 entre axons que projecten sobre l'extrem
corresponent respecte de l'equivocat entre tibial i peroneal a través d'un espai de 8 mm a les 6
setmanes (Seckel et al 1986), mentre que d'altres observen un increment de la selectivitat per damunt
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d'aquesta ratio en un gap de 10 mm i amb un temps de seguiment més llarg (Davey et al 1992). Per
contra, altres autors no troben cap mena de selectivitat peroneal-tibial a través d'un gap més curt de
6 mm després de 6 setmanes (Abernethy et al 1992). Tornant al model original de Politis un estudi
va comparar el grau d'especificitat de la reinnervacié que s'aconseguia utilitzant extrems nerviosos
distals lligats a la seva diana corresponent o bé injerts de extrems nerviosos distals. Es va observar
que la proporcid entre axons correctament dirigits i equivocats era pitjor en el primer dels casos i que
aquestes diferéncies es posaven especialment de manifest a partir dels 30 dies postlesié, moment en
qué les terminals contactaven amb el muscul (Zhao et al 1992a). Les propietats neurotropiques
podrien tenir més a veure doncs amb la interaccié amb 1'0rgan diana que amb el segment nervids
distal. Altres treballs han demostrat que la tubulitzacio és una bona alternativa a la sutura directa i
incorrectament orientada dels fascicles nerviosos, ja que aconseguia una millor especificitat de
reinnervacio i una recuperacié funcional més adequada, en donar un marge als axons per deixar actuar
les possibles propietats neurotropiques i no forgar mecanicament l'error (Evans et al 1991). Amb
técniques de tragadors fluorescents s'ha demostrat que en distancies interneurals d'entre 2 1 5 mm no
hi ha evidéncies d'especificitat fascicular, de manera que els axons se situen en el tub endoneurial que
tenen davant (Brushart 1995). Totes les dades semblen indicar que el neurotropisme tissular que

manifesten els axons regeneratius pel teixit neural, no es déna a nivell dels troncs fasciculars
(Doolabh et al 1996).
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Fig 1.4.2. Esquema de la mesura de la forga tetanica dels misculs gastrocnemi i el tibial anterior reinnervats a través de
tubs per axons dels fascicles tibial o del peroneal (tubs en "Y") o simultiniament per axons d'ambdés fascicles (tubs en
"X"). Aquest sistema permet quantificar l'especificitat funcional i/o histoldgica de cadascun d'ells pel seu extrem distal i
el percentatge de reinnervacié funcional aberrant (Zhao et al 1992a, 1992c).
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4.2.3 El paper del segment nervios distal

Una majoria d'autors han mostrat que la preséncia de l'extrem distal afavoreix la regeneracio
(Mackinonn et al 1985, 1986, Lundborg et al 1986, Jenq i Coggeshall 1986), encara que alguns
estudis han demostrat que la preséncia de l'extrem distal no és imprescindible per tal que s'inicii la
regeneracid (Scaravilli 1984, Ochi 1983). Quan s'ha comparat en tubs en "Y" el grau de regeneracio
axonal de la branca femoral sensorial exposada a I'extrem distal connectat al seu territori cutani
versus un empelt aillat de nervi distal, s'ha pogut veure una reinnervaci6 preferent i una maduracio
més elevada dels axons que escollien el primer dels camins (Mackinnon i Dellon 1992), fet que
demostraria o be el possible efecte del transport retrograd de factors des dels organs diana en la
selecci6 axonal o bé simplement la seleccid de la branca més dotada de factors de creixement per part
de 'ax6 regeneratiu. També hi ha controvérsia en relacid a I'existéncia d'una especificitat determinada
per 1'drgan diana d'un mateix tipus de teixit. Aixi mentre alguns autors han trobat una reinnervacio
selectiva després de lesions de mecanoreceptors cutanis tipus I per axons adequats (Horch 1982) o
de dianes musculars especifiques (Mackinnon et al 1985a, 1988, Laskowski i Sanes 1988)
especialment després de lesions compressives, d'altres descriuen després de transeccions una gran
quantitat d'anomalies en la reinnervacio i la selecci6 de les dianes musculars i sensorials correctes
(Rende et al 1991, Brushart 1990). L'especificitat en la seleccié d'organs diana correspondria a un
fenomen probabilistic basat en I'existéncia de gradients de molécules guia. Aixi, existiria una relativa
identificacid especifica d'axons motors per fascicles distals motors, que s'incrementa en cas que
l'extrem distal condueixi a 1'0rgan diana adequat (Brushart 1993, 1998).

4.2.4. Innervacio motora preferent

La selectivitat de la regeneraci6é d'un nervi mixt cap a les seves dianes musculars i cutanies ha permes
analitzar els mecanismes de la seleccidé de tubs endoneurials en cas d'encert i d'error. Aixi, s'han
descrit axons motors que penetren en tubs endoneurials sensorials envoltats de CS, aixi com axons
sensorials regenerant a través de fascicles motors (Zalewski 1970) que en ambdds casos no
aconseguien establir sinapsis funcionals i eren eliminats posteriorment. Brushart i col-laboradors
(1987, 1988, 1990, 1993) ha demostrat en diversos treballs I'existéncia d'una seleccié especifica
d'axons motors (del nervi femoral) exposats a fascicles i dianes sensorials i musculars pels fascicles
motors, i d'una reinnervaci6 acurada d'aquests de dianes musculars. Aquest fenomen ha estat batejat
amb el nom de reinnervacié motora preferent. Aquest suposat fendomen de neurotropisme es prodeix
fins i tot en lesions malalineades o a través d'una certa distancia interneural (Brushart 1988).
Experiments amb retrotragadors destinats a analitzar l'evoluci6 temporal de la reinnervacié motora
preferent ha demostrat que el nombre de motoneurones que envien branques a terminals sensorials
és inicialment molt elevat, perd disminueix amb el temps, a la vegada que s'incrementa I'especificitat
de la reinnervaci6. Aquest fet provaria l'existéncia d'una reinnervaci6 inicial produida a l'atzar per
collateralitzaci6 abundant dels axons regeneratius (sprouting), que envien simultaniament col-laterals
a diferents fascicles distals, i posteriorment d'una esporgada posterior de les terminals que es

projecten sobre territoris distals incorrectes (pruning) que permet assolir I'especificitat.
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5. Reorganitzacié funcional després de lesions del sistema nerviés periféric

Les lesions dels nervis periférics produeixen la desconnexié dels organs efectors (musculars i
autondmics) i receptors (sensorials) periférics dels centres de processament, control i generaci6
d'ordres neurals, que es reverteix parcialment amb la regeneraci6 i la reinnervacié distals. La
reconnexié ax6-0rgan diana no sempre garanteix la recuperacié de circuits complexes de control i
processament motor, sensorial 1 autonomic, que impliquen a més d'estructures perifériques altres
elements neuronals i glials centrals amb els quals s'estableixen interrelacions sinaptiques i/o
metaboliques. Al mateix temps, la reinnervacié no sempre assegura el retorn de la cél-lula a un model
de funcionament idéntic a l'original. El patré morfologic i funcional de les sinapsis que les neurones
mantenen a nivell espinal canvia per 'aillament ocasionat per l'axotomia i no sempre retorna amb la
reinnervaci6 a la situaci6 prévia a la lesid. A més, immediatament després d'una lesié axonal, el soma
neuronal pateix la retracci6 del seu arbre dendritic i la desconnexié de les sinapsis que tenia amb
neurones propiespinals o de projeccid. La desconnexié dels organs periférics i l'activacié del
programa de "creixement" axonal redueix l'aportacié de proteines estructurals pel manteniment de les
dendrites per concentrar els esfor¢os en la regeneracié axonal (Pastor et al 1997, Fu i Gordon 1997).
Canvis de les propietats cel-lulars de les neurones motores i sensorials, de les sinapsis espinals i dels
mapes que determinen la somatotdpia tenen lloc després de lesions i tot i que tenen tendeéncia a
involucionar amb la lesid, no sempre retornen a les seves caracteristiques prelesionals. Una part molt
important de les alteracions en l'elaboracio i el control de moviments complexos o la determinaci6
d'estimuls periférics que té lloc després de lesions de nervis periféerics es poden explicar per aquest
conjunt d'esdeveniments (Carrier et al 1997)

5.1. Canvis cel-lulars i sinaptics

La reorganitzacio funcional que experimenta el sistema nervids després de lesions és fonamentalment
deguda a modificacions a nivell sinaptic. L'eficacia sinaptica no és constant al llarg del temps i pot
modificar-se fisioldbgicament per I'accié d'impulsos procedents d'altres vies, que actuen a nivell pre o
postsinaptic. Els mecanismes de modulacié produeixen els seus efectes de manera habitual en els
circuits espinals en activitats molt diverses com la deambulacié, el processament sensorial o la
respiracié. La modificacié de la transmissié sinaptica a la medul-la espinal es pot produir després de
diferents tipus i models d'estimulacié en condicions fisiologiques (sensibilitzacid, habituacio,
depressid, facilitacid, potenciacié postetanica i condicionament classic) o patologiques (axotomia
motora o sensorial i lesions espinals). Les lesions perifériques o espinals poden produir
modificacions permanents i, per tant, no reversibles de la transmissi6 entre neurones (Mendell
1984). Els elements neuronals que componen aquestes sindpsis pateixen després de la lesiéo una
modificacié de les seves propietats estructurals i funcionals d'excitabilitat cel-lular (Eccles et al 1958,
Horch i Lisney 1981). L'increment del potencial de repods transmembrana (Carmignoto et al 1988),
canvis en l'estructura i el nombre dels seus canals iOnics de sodi (Zhang, et al 1997) i potassi
(Ishikawa et al 1999) dendritics, somatics i axonals induits per la lesié i l'estimulacié aferent
continuada pel contacte mecanic dels axons seccionats en el punt de lesié (Devor et al 1989)
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transformen la cél-lula en hiperexcitable i expliquen la facilitacié de les respostes mediades per vies
reflexes espinals dels musculs reinnervats (Eccles et al 1958, Angelov et al 1998). Les neurones sén
molt sensibles a canvis lesius, regeneratius o reinnervatius de la seva innervacid periférica,
modificant de manera no sempre adaptativa el seu patr6 de descarregues a les caracteristiques de la
cada situaci6 (de la Cruz et al 1996). Aquest conjunt de canvis plastics apareixen molt poc temps
després de la lesié (Donoghue et al 1990, Valls-Solé et al 1992) i en funcid de la severitat de la lesio
(Wall et al 1983), I'extensi6 total del territori denervat (Huerta i Wall 1987), del nivell de recuperacio
final i, molt especialment, del grau d'especificitat assolit per la reinnervacié (Wall i Kaas 1986),
poden readquirir la seva localitzacid, extensié i nivell d'excitabilitat originals. Quan per alguna de les
raons esmentades, aquests canvis plastics estructurals i funcionals no involucionen impossibiliten la
recuperacié del patr6 global de desenvolupament d'activitats i generen, entre d'altres, problemes
importants en la coordinacié de moviments, la integracié sensorio-motora i el desenvolupament de
funcions complexes (Wasserschaff 1990).

5.1.1 Canvis de les propietats de les motoneurones axotomitzades

L'axotomia indueix canvis en les propietats electrofisiologiques i sinaptiques de les motoneurones
que es manifesten com una disminucié de la reobase, un decreixement del llindar d'excitabilitat i un
increment de la resisténcia d'entrada, produits tots ells per I'increment de volum de la cél-lula, i la
disminucid del potencial de repds transmembrana. La neurona mostra, un estat d'excitabilitat i
dendritica incrementada que indica canvis de les propietats del segment inicial de I'axé (Eccles et al
1958). S'ha descrit també un escurgament de la durada de la fase d'hiperpolaritzacié del potencial i
un increment del nombre de potencials d'accidé disparats per unitat de temps davant d'un tnic
estimul (Gustafsson 1979). Des del punt de vista de les connexions sinaptiques que estableix, hi ha
una disminucié de les entrades de certs reflexos segmentaris, una disminuci6é de l'amplitud dels
potencials excitatoris postsinaptics (PEPS) i un allargament de la laténcia i la durada de resposta
sinaptica. Aquest darrer fenomen ha estat atribuit a la pérdua progressiva d'interaccions entre
terminals de la neurona sensorial (Ia) i la motoneurona (Kuno i Llinas 1970) postaxotomia, fenomen
que es correspon amb observacions histologiques que descriuen una eliminacid progressiva de
proximal a distal de botons sinaptics i concomitantment la proliferacié de cél-lules glials. Donat que
els canvis en l'amplitud i la durada dels PEPS s'observen 4 setmanes abans que es verifiqui
histologicament la disminuci6 de la connectivitat, sembla que l'axotomia podria induir inicialment
modificacions funcionals de les connexions axodendritiques, com per exemple la desensibilitzacié
dels receptors postsinaptics.

La lesié axonal no només afecta les sinapsis excitatories sin6 algunes de les projeccions inhibitories
que a través de les mateixes fibres Ia 0 en menor mesura per les aferéncies més distals de les cellules
de Renshaw, tenen lloc sobre la motoneurona (Kuno i Llinas 1970). Poc temps abans de la
desconnexid o “stripping” glial, s'observa un decreixement de la velocitat de conducci6 a través de la
part intacta de 1'ax6 de la neurona axotomitzada que afecta per igual motoneurones rapides i lentes.
Finalment cal destacar que les motoneurones rapides axotomitzades mostren un allargament de la
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fase de posthiperpolaritzacié (Kuno et al 1974), mentre que les lentes presenten un escurgament.
Aquests canvis afecten la freqiiencia de descarregues i alteren conseqiientment el recrutament
d'unitats motores en la realitzacié de moviments. La reinnervacio muscular produeix la normalitzacié
de les propietats reflexes aixi com la velocitat de conducci6, I'amplitud i la durada del PEPS (Mendell
i Scott 1975). Tenint en compte la persisténcia d'alteracions en el reclutament d'unitats motores,
sembla que es mantenen algunes alteracions en l'eficacia de les entrades sinaptiques i de les
propietats de les motoneurones (Milner-Brown et al 1974) fins i tot després de la reinnervacié
distal.

5.1.1 Canvis de les propietats de les neurones sensorials axotomitzades

La lesié produeix una disminucid de la velocitat de conduccié del segment intacte més pronunciada
que la de les neurones motores. S'observa tamb¢ un decreixement progressiu de l'activitat sinaptica
espinal induida per estimulacié periférica distal al nivell de lesié, amb una disminucié de l'amplitud
dels PEPS de les fibres sensorials gruixudes Ia sobre motoneurones espinals del reflex monosinaptic
(Mendell i Scott 1975). Curiosament, I'estimulacié de fibres nervioses Ia en regeneracid i que encara
no han arribat a establir sinapsis amb els fusos musculars mostren PEPS d'amplitud superior als
normals en les motoneurones amb les quals estableix sinapsi (Gallego et al 1979, Mendell et al
1999). Aquesta facilitacié sinaptica esta produida per un increment de l'eficacia dels inputs de les
neurones sensorials i les fibres Ia sobre les motoneurones (Gallego et al 1980) en aquesta fase inicial
de la regeneracié. La regeneraci6 i la reinnervacid perférica determinen la renormalitzaci6 del
funcionament sinaptic, encara que les unitats motores lentes es mostren més sensibles a la lesio
periférica i a la vegada més refractaries a la millora. L'estimulacié de terminals sensorials
d'interneurones que sinapten amb el procés central de neurones sensorials axotomitzades
periféricament produeix una reduccié de la magnitud i la freqiiéncia de potencials d'arrel dorsal.
Aquesta reduida activitat sinaptica central en vies de connexié de neurones sensorials es produeix
després de lesions de transeccid, mentre que la compressié no genera canvis apreciables (Devor i
Wall 1981), i es postula que €s deguda a la retraccié o atrofia de les terminals espinals de les
neurones sensorials o a la retirada per "stripping” glial de les terminals interneuronals que hi
afereixen (Horch i Lisney 1981). La reorganitzaci6 de la connectivitat espinal després de lesions
perifériques hauria de permetre restaurar un patré normal entre fibres aferents i motoneurones que

restitueixi els arcs reflexos originals en cas d'innervacié periférica aberrant motora o sensorial
(Brushart et al 1981).

Les lesions nervioses perfériques poden induir a més fendmens de potenciacié a llarg termini (LTP)
a les sinapsis espinals (Sandkiihler i Liu 1998). De fet, el processament de la informacid nociceptiva
a la medul'la espinal es pot modificar durant llargs periodes de temps (Woolf 1984). L'excitacié per
estimuls d'elevada intensitat de fibres nocioceptives (Ad i C) que té lloc en lesions del sistema
nervids periféric produeix un increment de les respostes conductuals a I'estimulaci6 i un augment de
la percepci6 de dolor, conegut com hiperalgésia. Aquest fenomen de plasticitat estructural funcional
es produeix d'una banda per la sesibilitzacié dels nociceptors periférics aixi com també per canvis de
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plasticitat neural que tenen lloc a la banya dorsal de la medul-la espinal. Tot i que els mecanismes
que la produeixen no acaben d'estar clars, se sap que 'estimulacié continuada de l'arrel dorsal pot
incrementar o disminuir l'eficacia sinaptica espinal, mentre que la potenciacio a llarg terme es pot
aconseguir per mitjd de corrents breus d'elevada freqiiéncia aplicades sobre fibres C aferents
(Sandkiihler i Liu 1998). El patrd d'estimulaci6 i la sincronicitat de descarregues en fibres nervioses
convergents son factors critics per a la induccié de canvis de 'eficacia sinaptica de llarga durada.
L'activacio de receptors NMDA, substancia P i neuroquinina A a través de I'estimulacié de terminals
Ad i C és indispensable per desencadenar aquests canvis, donat que el bloqueig de receptors N-
metil-D-Aspartat anul-la parcialment 'efecte de LTP. Aquesta constatacié recolza la hipotesi del
paper de la LTP espinal com a causant de canvis funcionals i o estructurals a nivell sinaptic
permanents en la génesi del dolor neuropatic (Sandkiihler i Liu 1998) i en les alteracions de 'activitat
de reflexos monosinaptics i polisinaptics espinals.

5.2. Plasticitat central postlesié periférica

Les lesions periferiques no suposen alteracions només dels territoris distals siné que modifiquen de
manera significativa i a vegades irreversible l'organitzacié musculotopica i somatotdpica a nivell
cortical, subcortical i espinal. Els mapes somatotopics de cervells madurs mostren fendemens
dereorganitzaci6 com a resposta a canvis en els patrons d'estimulacié o entrenament i també, davant
de seccions nervioses perifériques, amputacions o lesions espinals (Jain et al 1998). La
desaferentitzacié d'un territori sensorial i la desconnexié central d'organs musculars desencadenen
canvis importants de l'organitzacié connectiva i I'excitabilitat no només d'estructures i circuits
espinals (Mendell 1984, Wasserschaff 1990), sino també subcorticals (Garrathy et al 1990, Jain et al
1998), corticals motores (Donoghe et al 1990, Sanes et al 1990) i somatosensorials (Doetsch et al
1996). El desenmascarament de connexions preestablertes silents (unmasking) com a mecanisme a
curt terme o la col-lateralitzacid (sprouting) de neurones veines funcionants a llarg terme explica la
remodelacié immediata i diferida de circuits centrals pel control motor o la percepcid sensorial de
territoris adjacents.

5.2.1 Fenomens de plasticitat postlesio

El mapa sensorial i motor de la ma esta representat a les arees 3b i 1 del cortex somatosensorial
presenta en primats no lesionats unes subarees de projeccié especifica per a cadascun dels dits
(Jenkins et al 1990a, 1990b). Després d'una secci6 no reparada del nervi mitja en primats, regions de
l'antic territori cortical desconnectat per la lesié passen a formar part a les representacions de nervis
adjacents intactes com el radial. Després de la lesi6 del nervi mitja es desencadena una zona cortical
silent 0 "black hole" corresponent a l'area que controla el moviment i la sensibilitat dels seus
territoris de projeccié muscular i cutani. Aquestes regions mostren activacié per estimuls aplicats
sobre territoris cutanis periférics del dors de 1a ma (Merzenich et al 1983). Amb el temps, també els
territoris del nervi cubital s'expandeixen també sobre les regions corticals desaferentitzades. Les
propietats reorganitzatives corticals no son perd ilimitades i independents del volum de lesi6

infringida. Les seccions combinades i no reparades dels nervis radial i mitja o cubital generen un llarg
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periode silenci funcional sobre la regi6 cortical que a vegades resulten permanents (Wall i Kaas 1986,
Wall et al 1986, Jain et al 1998). La reorganitzaci6 cortical a més té lloc a les poques hores de la
denervacié periférica i comporta simultdniament un descens del llindar d'evocacié de respostes
motores per estimulacié de motoneurones adjacents a les desconnectades (Donoghue et al 1990).
Quan la seccid nerviosa ve seguida d'una reparacio per sutura que afavoreix la regeneraci6 nerviosa,
es recupera l'activacié d'una gran part del territori cortical original, encara que l'organitzacid
somatotopica es manté alterada (Florence et al 1994). Una gran part de les neurones mantenen
camps receptius multiples mentre que neurones de la mateixa regid cortical responen a estimuls de
arees cutanies no adjacents i a la inversa, les representacions corticals de regions perifériques
adjacents mostren una estructura mosaicial en la superficie cortical repartides en petits "illots"
cel-lulars. En canvi, en lesions de compressié nerviosa en les quals els axons creixen pels seus
fascicles originals si per contrast, s'observa una recuperacié del mapa cortical original.

La inespecificitat de la reinnervacié periférica després de lesions de secci6 o resecci6 impedeix que la
somatotOpia normal pugui reestablir-se en un procés que és dependent de la qualitat de la
reinnervacio periférica (Wall et al 1983). Les capacitats del cortex reorganitzat de manera forgada per
canvis en el patrd d'innervacié periférica sén incertes. En humans, les alteracions de la localitzaci6
sensorial es mantenen permanentment fet que indica que els errors de la reinnervacié no es
corregeixen al cervell. De manera analoga, quan un empet de pells és transferida amb la seva
innervacié associada d'un dit a l'altre, les alteracions en la localitzacid dels estimuls que aplicats
sobre el dit destinatari son referides al de la procedéncia de l'empelt es mantenen durant molt de
temps (Mogilner et al 1993). De fet, les representacions somatosensorials del dit d'origen i de desti
se situen en aquest cas en la mateixa regio cortical. No sempre, la reorganizacié implica territoris
periférics adjacents. La desaferentitzacié en primats o rossegadors de totes les aferéncies prcedents
del brag per seccions de les arrels dorsals fan que les antigues regions corticals de la ma i el brag
s'activen amb estimuls aplicats sobre la mandibula i la barbeta fet que significa una expansié superior
als 10 mm en la superficie cortical (Sanes et al 1990, Pons et al 1991). A més, mentre que després de
lesions periferiques els processos centrals de les neurones sensorials es mantenen intactes, la seccio
radicular produeix la degeneracié de les projeccions espinals generant un "espai vacant" espinal o
troncenecefalic que afavoreix la seva ocupacié per aferéncies de neurones intactes. Els canvis
reorganitzatius no afecten només el cortex cerebral. El nucli ventral posterior del tilam d'algunes
espécies de primats es reorganitza de manera similar al cortex després de lesions de seccié dels mitja
i el cubital (Garrathy i Kaas 1991) de manera que la representacié talamica de 1'anvers dels dits de la
ma respon a estimuls del dors. A nivell medul-lar, la transeccié en gats de les arrels espinals causals a
L4 comporta també una expansio rapida de la representaci6 del nucli gracil-lis del tronc de I'encéfal
(Dovstrovsky et al 1976).

3.2.2. Mecanismes de plasticitat postlesié
Una gran quantitat de mecanismes estan implicats en la reorganitzacié del sistema nervios després de
lesions i en la seva seqiiéncia d'esdeveniments. Aquest operen probablement als diferents nivells de
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la via motora o somatosensorial afectada incloent a més del cortex estructures espinals,
troncencefaliques (nuclis gracilis i cuneatus) i subcorticals (nucli ventral posterior del talam). La
desinhibici6 d'entrades sinaptiques silents o la potenciacié d'entrades sinaptiques préviament
inefectives i el creixement de processos dendritics i axonals i l'establiment de noves sinapsis. Les
aferents terminals mostren una extensio superior a la que es manifesta realment a nivell fisiologic
mitjangant l'estimulacié de camps receptius. L'expressié d'algunes entrades sinaptiques esta
parcialment bloquejada a nivell central per intrneurones inhibidors glicinérgiques o GABAérgiques.
La desaferentitzacié comporta l'expressié d'entrades d'intensitat subllindars per I'abolicié de
mecanismes inhibidors produit per la manca d'estimuls excitadors sobre els sistemes de bloqueig.
Aixd, s'ha observat un decreixement de la expresio cortical i espinal de GABA i talamica d'acid
descarboxil‘lasa 2 mesos després de lesions perifériques de seccid. En acord amb el model de sinapsi
de Hebb, dues entrades sinaptiques amb descarregues temporalment coincidents incrementen
l'eficacia sinaptica mentre que la descoordinacié entre elles la redueixen. Diverses evidéncies indiquen
que el receptor NMDA juguen un paper com a receptors de coincidéncia en el reforgament de
determinades sinapsis per mecanismes de potenciaci6 a llarg terme (LTP) i que en adults podria ser
utilitzat per afeblir o reduir l'eficicia en sinapsis que no correlacionen temporalment. Moltes
d'aquestes connexions es mantenen funcionals perd a uns nivells inferiors als necessaris per activar
els elements postsinaptics. Quan per una lesid, aquests mecanismes que poden actuar sobre
neurones o poblacions neuronals (Pearson et al 1987), podueixen la desaparicié de les entrades
dominants sensorials i el reforgament de les sinapsis més "febles" per mecanismes de LTP. Amb el
temps aquestes sinapsis s'estabilitzen i estableixen un nou patré dominant d'activitat. Se sap a més
que el bloqueig de receptors NMDA aboleix alguns canvis reorganitzatius espinals. En fenomens de
plasticitat a llarg terme, és molt probable que es produeixi el creixement per regeneracié o
col-lateralitzacié, de noves projeccions axonals i dendritiques que facin sinapsi amb neurones de
territoris veins. S'ha demostrat un allargament de les aferents espinals i troncencefaliques després de
lesions de compressioé i amputacions (Florence i Kaas 1995) i un increment de l'expressié de GAP-
43 en aferents terminals del gangli de l'arrel dorsal després d'axotomia. A més, les neurines expressen
a nivell espinal receptors déltra afinitat per a neurotrofines al temps que s'incrementa el transport
cap al soma de CNTF i BDNF que s'ha relacionat amb canvis en la somatotopia cortical de la rata.
Donada la persisténcia d'aquests mapes aberrants, una de les giiestions més controvertides és arribar
a saber si és possible reprogramar el cervell per aconseguir reeducar les funcions motores i de
procesament sensorial una vegada produit el canvi de connexions perifériques mitjangant programes
de terapia i rehabilitacié (Dellon 1981, Imai et al 1991).

5.3 Paper de l'activitat reflexa

Els circuits espinals juguen un paper fonamental com a controladors de l'activacié de diferents
poblacions de motoneurones per tal de produir una seqiiéncia coordinada de moviments en activitats
complexes com l'expressi6 del llenguatge, la deambulacié o la manipulacié d'objectes. Les aferents
sensorials procedents d'organs musculars i receptors de superficie, aix{ com entrades supraespinals

comparteixen sovint les mateixes poblacions de motoneurones i interneurones espinals, perod tenen



Introduccié 39

capacitat per activar-les de manera diferent i ponderada segons cada situaci6. L'activaci6 directa o
indirecta de poblacions motoneuronals a partir d'entrades sensorials desencadenen les anomenades
respostes reflexes, que a més de ser fonamentals com a eines de control del moviment, permeten
avaluar segmentariament a nivell clinic I'estat del sistema nervios (Floeter et al 1999) al llarg dels
diferents elements que el componen (drgan receptor, via aferent, sinapsis espinals, via eferent i
organs efectors). El ventall de possibles estats i de respostes que pot presentar una via reflexa és
extraordinariament elevat, si es parteix de la base que les seves sinapsis actuen com a operadors
logics regulant en funcié del nivell global d'activitat que s'integra, el pas del senyal a I'element
postsinaptic i la produccié d'una resposta en 1'drgan efector. Aixi, fendmens com la facilitaci6
espacial produida en disparar conjuntament dues terminals que coincideixen sobre una mateixa
sinapsis, sistemes de control per gallet en els quals una entrada excitatoria i una d'inhibitoria
coestimulen un mateix element postsinaptic, la facilitacié temporal produida per la suma dels PEPS
generats per una unica fibra aferent que descarrega de manera continuada, o els efectes de la
sincronicitat o l'asincronicitat de les descarregues expliquen aquesta gran varietat. Se sap que
l'eficacia de les sinapsis depén en cada moment del patr6 d'expressio de receptors i canals idnics de
cada neurona individual, la funcionalitat dels quals varia en funci6 del potencial de membrana i I'accid
de neurotransmissors. Petites modificacions de l'estat d'algun d'aquest parametres o elements
moleculars sén suficients per produir grans modificacions del patré de descarrega d'una neurona i en
darrera instancia del funcionament de la xaxa de la qual forma part (Getting 1989).

El reflexos miotatics o d'estirament, el reflex miotatic invers i els reflexos de retirada flexor ipsilateral
i extensor contralateral son alguns dels reflexos espinals més estudiats a l'actualitat i que més interés
presenten de cara al control segmentari del moviment.

5.3.1 El reflex d'estirament

El reflex miotatic o d'estirament és la resposta de contraccié muscular evocada per estirament del
muscul. Presenta un component fasic de curta durada i un component sostingut o tonic que és dificil
d'obtenir i registrar en condicions normals. L'estirament del tendd activa les fibres musculars
intrafusals dels fusos musculars i excita les aferents sensorials Ia que estableixen una sinapsis
monosinaptica amb motoneurones del mateix muscul (Brown i Fyffe 1978). Després d'aquesta
estimulacié probablement mediada per glutamat donat que antagonistes d'aquest neuroransmissor
excitatori que actuen sobre receptors NMDA i no-NMDA bloquegen la resposta (Ziskin-Conhaim
1990, Pinco i Lev-Tov 1993), una poblacié de motoneurones que superen el llindar d'excitabilitat
disparen potencials d'accié cap al muscul originant una nova perd breu contraccié sostinguda.
Electrofisiologicament, es registra un potencial d'accié muscular compost d'amplitud menor i laténcia
més tardana que I'ona de despolaritzacié aferent (ona M) que s'anomena ona H (reflex de Hoffmann)
1 que €s la plasmacid en termes d'activitat muscular d'aquest reflex. Les aferents sensorias Ja sinapten
preferentment sobre motoneurones del mateix muscul sobre les quals la seva accié és maxima i
produeixen l'anomenada resposta H homonima, perd al mateix temps també es projecten sobre

neurones motores de musculs sinergistes produit I'anomenada resposta H heteronima. L'activacid de
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les fibres Ia dels fusos musculars produeix per mitja d'una interneurona glicinérgica (IaIN) la
inhibicié reciproca de les motoneurones dels musculs antagonistes, la qual es pot activar també per
vies descendents espinals i corticals voluntaries o involuntaries reguladores de la locomocié. La
interneurona inhibidora Ia (IaIN) actua com una estaci6 de regulaci6 sindptica amb un ampli ventall
d'efectes en funcio de la sumacié d'aferéncies segementaries i descendents que hi afereixen (Pratt i
Jordan 1987) (Fig.I.5.1). Els reflexos miotatics poden bloquejar-se per la inhibicié presinaptica sobre
les aferents Ia i II (també€ les Ib) d'interneurones espinals que despolaritzen la memrana del botd
sinaptic disminuint I'eficacia dels mecanimes d'alliberament de glutamat quan arriba el potencial
procedent dels fusos musculars. Aquests circuits que permeten bloquejar o reduir I'eficiéncia del
reflex monosinaptic en musculs antagonistes als estimulats s'afegeixen com a mecanismes inhibitoris
als propiciats per les interneurones IaIN i estan mediats per receptors GABAA i GABAB. Durant el
desenvolupament de moviments voluntaris, aquests mateixos mecanismes d'inhibicié presinaptica
son activats en les terminals Ia procedents de misculs en repos durant la locomocié per I'accid de
vies supraespinals (Hultborn et al 1987). En alguns casos, especialment en models espinalitzats, es
pot observar una contraccié continuada tonica la base neuronal de la qual és encara molt desconeguda
(Liddle i Sherrington 1924). Les aferents sensorials tipus II produirien probablement una estimulacié
continuada sobre les Y-motoneurones i diverses interneurones espinals que mediarien aquest
component la hiperactivitat del qual ha estat implicat en diferents alteracions del to muscular en
humans (McGrath i Matthews 1973). Existeix un circuit dedicat a la inhibicié recurrent de les
mateixes motoneurones activades basat en les anomenades interneurones de Renshaw. Aixi,
col-laterals de les motoneurones especialment de la musculatura proximal exciten aquestes cél-lules
que estableixen sinapsi amb tota la poblacié de motoneurones del muscul activat o de musculs
sinergistes. La seva funci6 és limitar la freqiiencia de descarrega de les neurones motores, reduint la
seva susceptibilitat a senyals activadores; a més el seu nivell d'excitabilitat pot ser regulat per
projecions descendents durant la locomocid. Al mateix temps la seva activitat inhibitoria mediada
per glicina i GABA i proporcional al seu grau d'activacio, actua preferentment sobre els musculs
sinergistes a 'activitat generant una certa "inhibici6 lateral" que exagera les diférencies d'activacio
entre motoneurones actives 1 quiescents (Hultbor et al 1998).

3.3.2 Reflex miotatic invers

El reflex miotatic invers resulta de 'activacio de les fibres Ib procedents dels 0rgans tendinosos de
Golgi localitzats als tendons dels musculs i la seva funcié és mantenir constant la tensié muscular,
evitar les ruptures fibril-lars o tendinoses i regular el grau de for¢a en moviments fins. La traccié
sobre el tend6 produida durant la contraccié muscular activa aquests fibres aferents inhibidores
produint a través d'una inteneurona inhibidora (IbIN) la desactivacio de les motoneurones del muscul
homonim i els seus sinergistes. Simultaniament i per una via disinaptica també produeix l'activacié
de la musculatura antagonista. Les interneurones IbIN reben també inputs convergents excitatoris
procedents de les fibres la. A diferéncia dels fusos musculars, els organs tendinosos de Golgi no
tenen mecanismes per alterar la seva sensibilitat durant la contraccié, raé per la qual sén les

aferéncies Ia que es projecten sobre la interneurona IbIN l'encarregat de regular-la. Al mateix temps,
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perd per mitja de la inhibicié presinaptica de les aferents Ib per fibres descendents o interneurones
locals les motoneurones poden alliberar-se en determinades situacions d'aquesta inhibicié i
desenvolupar la maxima forga possible (McCrea et al 1980).

111" Fibres descendents

Inhibidora la

Q Renshaw

Agonista Antagonista

Fig.1.5.1. Circuits locals i descendents de control sobre les motoneurones o iy i les interneurones Ia. Les
interneurones Ia desenvolupen funcions d'integracié de senyals de diferents origens. El balang d'activitat dels musculs
agonistes i anatagonistes d'una mateixa articulacié depén de les inmhibicions reciproques de les inter neurones Ia i de
projeccions supraespinals (adaptat de Canedo 1998).

3.3.3. Els reflexos de retirada

L'any 1910, Sherrington va descriure per primera vegada l'estimulacié de la pell, nervis mixtes o
arrels dorsals en animals espinalitzats produia una combinacié de contraccié de msculatura flexora i
relaxacid de I'extensora, el predomini del to extensor a l'extremitat contralateral i l'existéncia d'efectes
rebot "extensors" en ambdues extremitats després de la flexi6 inicial (Sherrington 1906, 1910).
Aferents sensorials musculars (tipus II i III), propiceptives articulars i cutanies de baix i alt llindar,
totes elles agrupades sota la denominacié d'aferents del reflex flexor (FRAS) la funci6 original de les
quals és proveir d'informaci6 la medul‘la espinal i les vies ascendents, poden desencadenar reflexos
de retirada. Tot i que la seva funcié primordial és retirar rapidament l'extremitat d'una possible font
d'estimulaci6 dolorosa mitjangat una activitat flexora sostinguda, resposta que és sempre prioritaria,
també es poden evocar components reflexos de durada menor per mitja d'estimuls sensorials que no
sén potencialment nocius. Aquests ultims semblen ser fonalmentals com a generadors d'activitat de
locomocié (Holmberg i Schouenborg 1996b). Es tracta de circuits polisinaptics amb interneurones
excitadores i inhibidores sobre les quals es té encara poca informacio, especialment del funcionament

de les interneurones que serveixen com a estacions de convergéncia de fibres cortico, rubre, vestibulo
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i propiespinals. Es coneix que diferents subpoblacions d'interneurones estimulades per terminals
sensorials poden produir d'una banda flexi6 o extensi6 per la via normal i al mateix temps activar
circuits reflexos alternatius que modifiquen o regulen la resposta principal (Lundberg et al 1987).
D'aquesta manera, les projeccions descendents poden actuar sobre 'excitabilitat d'aquestes neurones
seleccionant en cada moment les subpobacions que produexen la resposta desitjada i inhibint les
alternatives. També se sap que subpoblacions especifiques d'interneurones inhibidores pordrien
participar en el processament d'informacié multisensorial periférica i refor¢ar el desenvolupament de

determinats moviments voluntaris o estereotipats que hagin estat préviament seleccionats (Lundberg
et al 1979).

Aixi, en la locomocid existiria un circuit basic consistent en dues subpoblacions d'interneurones que
s'inhibirien alternativament de manera reciproca; una rebria aferéncies sensorials ipsilaterals que
activarien respostes flexores, mentre que d'altres es nodririen d'aferents de I'extremitat contraria amb
capacitat per produir respostes extensores. Tot aquest procés s'acabaria refinant i adaptant a les
variacions a partir de les aferéncies sensorials perifeériques. En animals espinalitzats tractats amb L-
DOPA s'observa la desaparicié de components reflexos de laténcia curta, mentre que prenen relleu
tota una serie de respostes de llarga laténcia que es desenmascaren amb la lesié amb capacitat per
actuar com un generador de moviments de flexid-extensio alternatius. En malalts medul-lars també
s'ha posat de manifest l'existéncia d'aquests circuits que estimulats farmacoldogicament o per
rehabilitacié podrien servir per recuperar una certa activitat locomotora (Dietz i Colombo 1994).
L'evocacio6 de reflexos de retirada a partir de I'estimulacio no dels axons sensorials siné dels diferents
subtipus de receptors sensorials periférics posa de manifest una elevada especificitat de camps
receptors. Aixi, per posar un exemple, l'estimulacio de la pell del dors del peu que es produeix quan
ensopeguem amb algun obstacle genera exclusivament en la fase de flexi6 de l'extremitat (en fase
d'extensid esta inhibit), una resposta reflexa especifica d'aixecament de l'extremitat per evitar la
caiguda (Forssberg 1979). Respostes de retirada de determinats misculs flexors s'obtenen a partir de
l'estimulacié de regions cutanies molt ben delimitades mentre que les aferents que es projecte fora
poden conduir o bé a l'activacié d'altres musculs sinergistes o bé a la inhibicié de motoneurones
flexores (Holmberg i Schouenborg 1996b).

5.3.4 Alteracions de l'activitat reflexa després de lesions

La integracié o transformaci6 sensori-motora depén de representacions de la superficie corporal
definides a diferents nivells del sistema nervids central. Després de lesions del sistema nerviés
periféric les representacions queden modificades per la propia lesid, canvis en la reinnervacié
periférica i canvis en el patr6 sinaptic de les aferents lesionades i intactes (Shortland i Fitzerald
1994). Per una banda, la reinnervacié cutania depén de l'accié combinada de la innervacié colateral
per part de terminals intactes i de la regeneracio del fascicle nervids afectat que rarament ocupen les
seves localitzacions originals (Horch 1979). D'altra banda, les mateixes lesions perifériques
produeixen una reorganitzacié central donant lloc a canvis en les lamines espinals de projeccié de les

aferents sensorials (Shortland i Fitzerald 1994) i una alteracio de la somatotopia. Aquestes respostes
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reflexes presenten una organitzacié "modular” donat que cadascun d'ells controla un grup definit de
musculs sinergistics i antagonistes (Schouenborg et al 1995). En rates postnatals els reflexos de
retirada es mostra funcionalment desadaptats al naixement, adquirint la seves especificitats
funcionals i camps receptors a les 2-3 setmanes i durant aquest temps la connectivitat inapropiada
és silenciada o eliminada mentre es desenmascara o es generen les vies sinaptiques adequades
(Holmberg i Schouenborg 1996a). En animals adults, la localitzacié i distribuci6 de la sensibilitat als
camps receptius cutanis excitatoris reflecteixen el patr6 de retirada causat pel muscul efector, de
manera que la resposta reflexa maxima de retirada d'un determinat muscul s'obté per estimulacié
nociceptiva de la regié cutania que més s'allunya de la font dolorosa amb l'estimulacié (Holmberg i
Schouenborg 1996b). La lesi6 de la via periférica aferent i la seva posterior reinnervacié produeix una
série de mecanismes reorganitzatius a nivell espinal, que permeten restituir en animals postnatals un
patré de camps receptius molt semblants als originals, posant de manifest que el potencial plastic
espinal en animals en desenvolupament és capag de compensar els déficits i errors d'especificitat de
la reinervacid. Sembla que aquesta capacitat €s dependent de 1'edat, de tal manera que en animals
adults I'adaptacio a la lesié genera camps més imprecisos (Holmberg i Schouenborg 1996b). Donat a
més que l'especificitat i la intensitat de contraccio reflexa muscular es troba "registrat" a niveli dels
seus camps receptors, tot fa pensar que el feedback sensorial indirecte produit per la contraccid
muscular é€s determinant per a definir i afinar els circuits d'activitat reflexa en el desenvolupament
postnatal. El mateix mecanisme podria explicar la bona adaptabilitat i recuperacié dels territoris
receptors que s'observa després de lesions que generen de ben segur errors de reinnervacio
(Holmberg i Schouenborg 1996b). A més, per colateralitzaci de terminals no afectades per la lesio
amb capacitat per reinnervar les regions cutanies desaferentitzades i per establir amb les
interneurones adequades connexions sinaptiques funcionals a nivell espinal, els aimals podrien
recuperar una font d'aferéncies sensorials equivalent a l'original per reestablir un mapa funcional
d'activitat reflexa compatible amb el desenvolupament de la funcié (Schouenborg et al 1994).
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6. La funci6 global de locomocio

La finalitat de la locomoci6 €s traslladar el cos utilitzant la for¢a muscular produida, de manera,
ritmica pels musculs flexors 1 extensors dels membres inferiors en animals bipeds i de les quatre
extremitats en els quadripeds. Segons l'espécie animal, la locomocié es manifesta amb modalitats
com nedar, caminar, saltar, grimpar o volar (Canedo 1998, Floeter 1999). Es un dels actes voluntaris
més automatitzats que existeixen i no necessita ni de l'activitat reflexa ni de les aferéncies sensorials
per produir-se (Bussel et al 1989). Tot i aix0, en abséncia d'entrades sensorials, la locomocié es
experimenta una disminuci6 de la coordinacié i del grau del sinergisme motor, fet que demostra la
importancia de les aferéncies procedents de receptors musculars i terminacions lliures i formacions
especialitzades de la pells i la seva sinapsi amb motoneurones espinals encarregades de mediar una
resposta de moviment.

6.1. Fases del moviment de deambulaci6 en quadrapedes

En animals quadripedes com la rata, la deambulaci6 s'inicia la fase de recolzament (stance phase) en
la qual es colpeja amb el tald la superficie de recolzament i es pren impuls. Al llarg d'aquest periode
el pes del cos es desplaga de la part posterior del peu a la porcié anterior. La fase d'al¢ada (swing
phase) comenga quan es perd el contacte entre els dits i el sol i I'extremitat es desplaga cap endavant
(Hruska et al 1979). De manera general, els musculs flexors s'activen fonamentalment durant la fase
d'algada i els extensors durant la de recolzament, encara que els patrons individuals d'alguns musculs
poden ser més complexos activant-se diverses vegades al llarg d'un mateixa fase o només en una
determinada part d'aquesta. La complexitat de la locomocié pot ser descrita en termes de durada d'un
cicle, proporcié relativa de les fases d'al¢ada i recolzament i coordinacié de fases entre les dues o
quatre extremitats (Hruska et al 1979, Wasserschaff 1990). En deambulacions lentes o moderades
amb duracions llargues del cicle complet (en rates entre 20-80 cm/s), les dues extremitats posteriors
es troben simultaniament en contacte amb el sol durant una determinat periode i la fase d'extensi6 es
perllonga de tal manera que les fases d'extensio d'extremitats oposades se superposen. A mesura que
la velocitat de marxa augmenta (>80 cm/s) la fase d'extensi6 s'escurca reduint el temps tota del cicle
fins arribar al punt en el qual no s'observa contacte simultani de les extremitats posteriors sobre la
superficie (Hruska et al 1979).

6.2. Mecanismes espinals de la locomocié

Els circuits neuronals responsables es troben situats a la medul-la espinal donat que se sap que
I'espinalitzaci6 i la seccié de les columnes dorsals no impedeix el desenvolupament d'un patrd ritmic
alternat d'activaci6 de grups musculars agonistes i antagonistes. Les motoneurones espinals que duen
a terme aquesta activacié ritmica s'anomenen generadors centrals de pautes. Experimentalment, a
més la locomocid es pot activar per estimulacié eléctrica de diferents zones supraespinals com el
nucli subtalamic, el centre locomotor mesencefallic i el centre locomotor del pont. Aquests sistemes
descendents influeixen sobre l'activitat de les interneurones que conformen els generadors de pautes

espinals i n'activen el seu funcionament. Alguns dels models computacionals de centres generadors
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de patrons es concebeixen com a oscil-ladors (amb capacitat d'activacié i inhibici6 reciproca) per a
cada grup de musculs sinergistes que realitzen accions oposades a l'entorn de la mateixa articulacio.
Els neurotrasmissors glicina com a activadora i el GABA com a regulador semblen estar implicats en
aquestes connexions bilaterals (Boothby i Roberts 1992). La connexi6 entre els diferents oscil-ladors
d'una mateixa extremitat permet realitzar el joc alternat de moviments de flexié-extensio, mentre que
la connectivitat entre oscil-ladors de les quatre extremitats en el cas dels animals quadriipedes permet
el desenvolupament coordinat de la locomocié global (Grillner 1985, Grillner et al 1995).

Recentment, s'han comengat a postular el possible paper de modificacions cicliques de les propietats
d'excitabilitat de la membrana d'algunes neurones individuals com a dinamitzadores del centre
generador de la locomocid. Aixi s'ha vist que 'administracié d'aminoacids excitatoris e medul-la
espinal de vertebrats, especialment 'NMDA, genera un patrd de despolaritzacié ritmica i oscil-lant
d'algunes neurones al mateix temps que s’ha comprovat que l'administracié de bloquejants d'aquest
neurotransmissor aboleix el patré generador locomotor evocat per estimulacié de nuclis
troncencefalics (Arshavsky et al 1993). L'NMDA modifica les conductancies voltatge-dependents
produint oscil-lacions ritmiques del potencial de membrana i a la vegada, incrementa l'excitabilitat de
determinats circuits, permetent que que en fases ritmiques, les entrades sinaptiques puguin generar
respostes més acusades (Arshavsky et al 1993). Els canals NMDA, que estan tancats per un atom
de magnesi, s'obren i permeten l'entrada de Ca?*+ sempre i quan coincideixi la despolaritzacié cel-lular
amb 'alliberament per la terminal presinaptica de glutamat, rad per la qual sén denominats defectors
de coincidéncia. L'increment del Ca2* intracel-lular despolaritza la cél-lula i déna lloc a potencials
d'accié mediats per Ca2* o Na*. Quan la concentracié de Ca2* intracel-lular augmenta per damunt de
10-6 molar 1a cél'lula es repolaritza per mitja de canals de K* i es reestableix el blocatge del canal
NMDA pel magnesi de manera que el cicle recomenga generant una activitat ritmica oscil-latoria. Hi
ha un gran nombre de farmacs com la serotonina, 'acetilcolina, la dopoamina i els antagonistes dels
opioides, que poden induir o modular l'activitat ritmica a la medul‘la espinal.

6.3. Coordinacié i control de la locomocié

La coordinaci6 de la deambulacié depén té lloc gracies a activitats especifiques locals de la medul-la
espinal i descendents del tronc de l'encéfal, el cerebel i el cortex cerebral motor. Aquestes
contribucions permeten l'iniciacié de la locomoci6, la cooordinacié dels patrons d'activacié muscular,
respostes a les perturbacions i l'elaboracié de conductes de compensacié positural. Les senyals
sensorials, si bé no sén necessaris per a estimular els centres generadors, son essencials per generar
les correcions motores necessaries durant la marxa al temps que també intervenen en el refinament
del moviment (Brown 1911). Si I'extremitat percep la preséncia d'un obstacle en la seva fase d'algada
realitza una flexié adicional per a superar-lo, mentre que si es troba en la fase d'extensi la resposta
serd d'extensid adicional. Aquestes respostes son degudes a l'activacié de receptors cutanis i a
'evocacié de respostes reflexos altament especifiques mediades per interneurones espinals. Les
aferents sensorials també aporten informacio especifica als centres generadors que modifiquen alguns

aspectes de la deambulaci6. Aixi, mentre les aferéncies mediades per aferéncies tipus I excitadores
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afecten la durada de les dues fases del cicle, els circuits de les cél-lules de Renshaw o de les
interneurones inhibidores Ia afecten I'amplitud de la resposta motora. La deambulacié també depén
en cadascun dels grups de musculs sinergistes i antagonistes per les aferéncies sensorials procedents
dels fusos musculars (reflexos miotatics), els organs tendinosos de Golgi (reflex miotatic invers),
mecanismes pels quals es regula el reclutament motoneuronal adequat i el to muscular optim, i de
diferents tipus de receptors cutanis (reflexes de retirada i extensor creuats) que son entrades que
poden regular el centre espinal generador de pautes (Zehr et al 1997, Carrier et al 1997).

6.4. Efecte de les lesions perifériques sobre I'activitat locomotora

Les lesions del sistema nervi6s periféric produeixen en primer lloc la desconnexio i la pérdua de
control neural sobre totes aquelles estructures diana musculars, sensorials i del sistema nervids
autdbnom que eren innervades pels axons afectats. En segon lloc, la desconnexié de les neurones
axotomitzades, motores i sensorials, dels circuits reflexos espinals que desenvolupen funcions de
control del moviment. En tercer lloc, i com a conseqiiéncia de 1'aillament glial i les alteracions de le
propietats cel-lulars i sinaptiques, es produeixen alteracions dels processos normals de transmissié
de potencials d'accié a través d'axons i dendrites, modificacions del potencial en repos
transmembrana i del llindar d'excitabilitat cel-lular. La recuperacid de la funcionalitat global d'una
activitat tan complexa com la deambulacid no es garantitza només en cas que hi hagi una bona
supervivéncia neuronal post-axotomitzacfé 1 una regeneracié i elongaci6 axonal a través de la zona de
lesié. Aixi, és un requisits indispensable que la connexié periférica i central de les neurones afectades
sigui el maxim d'especifica possible per tal de rearticular adequadament no només les sinapsis amb
els organs diana sind també el funcionament de circuits espinals motors i sensorials que com s'ha
pogut veure resulten essencials per a la generacio, el control i la coordinacié del moviment de
deambulacié. Finalment, fins i tot havent assolit una reconnectivitat periférica i central que si bé no
és idéntica a l'original , si que resulta compatible amb el desenvolupament de la funcio, és necessari
que des del punt de vista fisiologic les neurones i les sinapsis que les connecten funcionin de manera
individual amb pautes que possibilitin el desenvolupament normal de la funci6 global.

6.5. Quantificacié de la recuperacié funcional global després de lesions

La majoria d'estudis que analitzen els diferents graus de reinnervaci6 periférica i I'eficacia de diferents
tractaments analitzen de manera separada la recuperacié per mitja de proves histologiques (Giannini
et al 1989, Goémez et al 1996, Verdu et al 1997) o electrofisiologiques (Navarro et al 1994, Navarro
et al 1996, Buti el al 1996) que no sempre correlacionen a posteriori amb els efectes reals d'aquestes
variables sobre la funci6 global. Els métodes histologics basats en la quantificacié en l'extrem distal
del fascicle nervids del nombre d'axons, el diametre i perimetre axonal, la densitat axonal per
superficie de nervi, la distribucié axonal segons diametre, i la relacié de diametres entre I'area coberta
de mielina i I'area propiament axonal, suposa que un nombre elevat d'axons, de gruixaria considerable
i per tant madurs i ben mielinitzats, es indicatiu d'una Optima regeneracid i recuperacié funcional
després de lesions (Giannini et al 1989, Gémez et al 1996). En primer lloc, la constataci6 estructural

de l'existéncia d'axons no pot fer pressuposar que tots ells han arribat a establir sinapsis amb
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estructures distals ni tampoc que sén actius en la transmissié de potencials d'accid bioeléctrics. En
relacio a les proves electrofisiologiques, la mesura de 'amplitud de 'activitat muscular (PAMC) o de
l'activitat nerviosa a nivell digital (PANC) evocada per estimulacié eléctrica del nervi afectat per
damunt del punt de lesi6 indica que els axons han regenerat, que s'han remielinitzat assolint un nivell
de velocitat de conduccié determinat i que han format sinapsis actives amb organs diana distals. Perd
aix6 no implica que la reinnervacio hagi estat qualitativament correcta. Aixi, un muscul reinnervat per
una majoria d'axons que corresponien a un muscul antagonista presentara una amplitud del PAMC i
un temps de laténcia semblant al d'un miscul correctament innervat; per contra la recuperacié final
de la funci6 global sera inadequada.

Complementar aquest conjunt de dades indirectes amb una prova que analitzi quantitativament la
conducta global en la qual el nervi regenerat participa, és essencial per obtenir una idea adequada i
clinicament extrapolable de l'efectivitat de la reinnervacid. L'establiment de proves d'avaluacié de
funcions globals en condicions fisiologiques per a 'animal i que siguin quantitatives i repetitives no
resulta, pero, senzill. De Medinaceli i col-laboradors (1982) van desenvolupar un métode per avaluar
les variacions del patré de marxa d'animals rossegadors afectats per lesions dels nervis de I'extremitat
posterior, per mitja de l'enregistrament de les petjades produides per I'animal en caminar per un
passadis allargat. L'aplicacié d'aquest métode permet coneixer en quina mesura la reinnervaci6 distal i
la reconnectivitat central permeten la recuperacié de l'activitat locomotora i pot detectar casos amb
una regeneracio i reinnervacié que segons els métodes histologics i electrofisiologics seria excel-lent,

perd que en realitat mostren una recuperacio integral nul-la o minima.
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Objectius generals

Per tal d'assegurar una bona recuperacié funcional després de lesions del sistema nervids periferic
s'han d'acomplir una série de requisits previs:

a) Que les neurones axotomitzades sobrevisquin a la lesio.

b) Que hi hagi regeneraci6 axonal des del punt de lesi6 pel nervi distal fins a reinnervar organs diana.

c) Que els axons reinnervin les estructures perifériques que originalment innervaven.

d) Que la neurona axotomitzada reestableixi el patré de connexions espinals original o un de
compatible amb el desenvolupament de la funcio.

¢) Finalment, que la integracié tots aquests processos morfologics i fisioldogics comporti el
restabliment de respostes fisiologiques adequades.

Aquest treball es proposa avaluar el paper que juga cadascun d'aquest factors en la capacitat de
recuperacié funcional global després de lesions del nervi periféric de diferent gravetat i de
reparacions convencionals per sutura o autoinjert respecte a la tubulitzaci6.

En aquest marc general s'han abordat els segiients objectius especifics

1. Comparar els nivells de recuperacié funcional aconseguits després d'efectuar diversos
tipus de lesions i reparacions del nervi periféric.
L'aplicaci6 de técniques d'avaluaci6 funcional in vivo permet efectuar un seguiment quantitatiu de
la recuperaci6 després d'una lesio i del grau d'éxit aconseguit per la reparacié. Les lesions de nervi
son reparades classicament per sutura directa dels extrems nerviosos o bé, quan es genera una
separacid entre ells, amb la interposicié d'un empelt nervids. Tant en distancies curtes, produides
per retraccié després de la seccid, com en distancies llargues, derivades de la reseccio, I'iis de guies
tubulars podria ser un métode alternatiu als tradicionals. Aquesta tesi es planteja quantificar la
recuperacié de diferents funcions neurals després d'una lesié nerviosa i comparar l'efectivitat
terapéutica de la sutura i l'injert respecte de la tubulitzacié amb guies convencionals de silicona i
de noves guies reabsorbibles.

2. Comparar l'evolucié temporal de diferents parametres neurofisiologics relacionats amb la
regeneracié de fibres nervioses motores, sensorials, nociceptives i sudomotores.
Els nervis periférics consten de diferents tipus d'axons que es poden dividir, segons la funcié, en
motors, sensorials i autondmics. Després d'una lesié que implica la pérdua de continuitat del
nervi no tots els axons presenten la mateixa capacitat de regenerar i reinnervar estructures distals.
Els axons amb cons de creixement més actius regeneren més rapidament, perd amb un grau
d'especificitat menor que aquells que evolucionen amb lentitud, els quals causen fendmens
d'hiperinnervacid, poliinnervacié i innervacié aberrant. En aquest treball es pretén estudiar amb
proves especifiques I'evolucié de la regeneracio i la reinnervacié de fibres motores, sensorials,
nociceptives i autonomiques sudomotores en el mateix model animal.
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Comparar el grau de reinnervacié funcional sensorio-motora, amb el nivell de
recuperacié6 del patré global d'activitat locomotora

Malgrat que la major part d'estudis experimentals sobre la regeneracié de lesions del sistema
nervios periféric es basen en l'analisi de parametres histologics i/o fisiologics individuals, només
l'estudi de conductes motores o sensorials complexes en les quals participa el nervi afectat, pot
donar una idea clara de la recuperacié efectiva assolida per la terapéutica estudiada. En aquest
apartat es proposa avaluar la recuperacié del patré de locomocid després de diferents lesions i
reparacions i comparar-la amb els nivells de reinnervacié obtinguts.

Estudiar l'especificitat de la reinnervacié de fibres nervioses motores, sensorials i
autondmiques després de diferents tipus de lesions i reparacions del nervi periféric.

Després d'una lesid, encara que la regeneracié sigui aparentment exitosa, son freqlients les
alteracions del patré normal de reinnervacié de les dianes distals, que son causants d'incapacitats
funcionals. Els fenomens d'inespecificitat podrien explicar la manca d'una bona recuperaci6 de la
funcié global en lesions que permeten una bona regeneracié. En aquest treball es voldria avaluar,
mitjangant meétodes funcionals 1 morfologics, 'especificitat anatomica i fascicular de la
reinnervacié de fibres nervioses motores, sensorials i autonomiques després de diferents tipus de

lesions i reparacions del nervi periféric, i relacionar els seus resultats amb la recuperacié de la
funcio global.

S. Estudiar els canvis de les respostes reflexes espinals després de lesions i reparacions del

nervi periféric.

A més dels fenomens distals al punt de lesid, les neurones axotomitzades per la lesié presenten
una série de canvis estructurals i funcionals a nivell del seu soma i arbre dendritic. Les dendrites
que la connecten sinapticament es retrauen i es produeix el seu aillament de circuits
propioespinals i suprasegmentaris. Com a resultat d'aquest isolament i de canvis moleculars del
nombre i la sensibilitat dels canals i0nics, la neurona presenta un estat d'hipérexcitabilitat que
afecta el funcionament dels circuits espinals en els quals participa com a element aferent o
eferent. Aquest estudi es proposa avaluar les respostes reflexes monosinaptiques (resposta H) i
polisinaptiques (reflex de retirada) després de lesions i la seva evolucié segons el tipus d'arc
reflex, la gravetat de la lesio i el nivell final de reinnervacio final assolit.
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1. Model animal

En tots els experiments, s'han utilitzat rates femelles albines Sprague-Dawley d'edat compresa entre
101 12 setmanes en el moment de ser operades i de pes mitja d'aproximadament 260 g (263+4). Els
animals han estat subministrats pel Servei d'Estabulari de la Universitat Autdnoma de Barcelona
procedents de la seva colonia interna. Una vegada identificats per mitja d'orificis practicats a les
orelles per tal d'efectuar seguiments individualitzats, els animals han estat estabulats en gabies de
polipropilé (model 500, Panlab), amb unes mides de 26 x 72 x 14 cm. El sol de la gabia ha estat
cobert amb encenalls tous de cel-lulosa-lignina (Ultrasorb Panlab). L'espai d'estabulacid ha estat
mantingut sota condicions controlades de temperatura i humitat (21£2°C), ventilaci6 activa d'aire i
un cicle de 12 hores de llum (de 8:00 am a 8:00 pm). Els animals han tingut accés a menjar i beguda
ad libitum. L'aliment subministrat s'ha basat en un pinso compost que conté tots els elements
necessaris pel seu manteniment (dieta A04, Panlab), mentre que la beguda ha consistit en aigua
corrent. Les condicions d'estabulacid i experimentacié han tingut en compte en tot moment les
directrius europees (86/609/CE, DOCE n° L 358/1 de 18-12-1986) i les normatives del govern
espanyol (R.D 223/1988, BOE n°7 de 18-3-1988) i de la Generalitat de Catalunya (llei 5/1995,
DOG n° 2073 de 10-7-1995 i decret 2014/1997, DOG n° 2450 de 7-8-1997) sobre tractament
d'animals d'experimentacio.

2. Procediments quiruargics

Abans d'iniciar els procediments quirtirgics, s'anestesien els animals amb pentobarbital sodic (Sigma)
preparat a una concentracié de 40 mg/ml i administrat per via intraperitoneal a una dosi de 40 mg/kg.
Una vegada comprovat que l'animal no presenta respostes a estimuls tactils ni nociceptius es
procedeix a afaitar el pél de la pota posterior dreta i a desinfectar-la amb una sol-lucié de povidona
iodada. Posteriorment es fixa l'animal amb cinta adhesiva sobre d'una placa quirtrgica en posicié de
dectbit supi i amb la pota a intervenir estirada, formant un angle de 45° respecte de l'eix longitudinal
del cos. Tots els procediments quirirgics es desenvolupen sota condicions d'asépsia, utilitzant
instrumental de microcirurgia (FST, Heidelberg) i sota lupa estereoscopica (Olympus S40/46) amb
il-luminacid per llum freda (RAYPA F-150).

Lesio del nervi ciatic

Es practica una incisié cutania a nivell de la cara lateral-dorsal de la cuixa al llarg de la linia que va del
trocanter major del fémur al genoll. Una vegada separada la pell s'impregna la fascia amb soluci6 de
bupivacaina (0,75%). Seguidament es practica la secci6 longitudinal del muscul biceps femoris per
accedir a la fossa poplitia i poder visualitzar el tronc del nervi ciatic. A continuacié es disequen les
adheréncies i el teixit connectiu que envolta el nervi ciatic fins alliberar-lo. Abans de procedir a la
lesio s'aplica topicament sobre el nervi ciatic a nivell de la fenedura citica 0,1 ml de bupivacaina, per
tal de bloquejar la conduccié d'impulsos en direcci6 proximal. Les lesions del ciatic es realitzen en
tots els casos en un punt situat a una distancia de 90 mm respecte de la punta del 3r dit de la pota
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posterior dreta de I'animal, a fi d'assegurar en tots els animals dels grups experimentals una distancia
equivalent per la regeneracié axonal fins les seves dianes distals. Minuts després del bloqueig
anestésic, es procedeix a la lesié per compressio o per seccié de la totalitat del tronc ciatic i, si
s'escau, a la seva reparacié immediata segons els diferents grups experimentals. Finalment, es sutura
el pla muscular amb punts de sutura de 5-0 (Alcon) i el pla cutani amb punts de sutura de 2-0
(Alcon). La zona de sutura es desinfecta amb sol'luci6 iodada. Després de l'operaci6 'animal és
mantingut a temperatura constant i controlat fins a la desaparaci6 dels efectes de I'anestésia.

Reseccio del nervi safé

Una vegada completada la cirurgia del nervi ciatic, els animals son col-locats en posicié de decubit
pron sobre la placa quirurgica. Es practica una incisié cutania a nivell de I'espai femoral fins a
visualitzar el paquet vasculo-nervids conformat per les venes i l'artéria femoral i el nervi safé. Amb
unes pinces microquirirgiques se separa el nervi dels vasos sanguinis al llarg d'un segment del seu
trajecte i s'aplica un petit volum (0,1 ml) de bupivacaina (0,75%) en el seu segment més proximal
per bloquejar la conduccid. Després d'uns minuts es reseca un segment ampli de nervi safé (d'entre 5
i 8 mm), a fi i efecte d'aconseguir una denervacié total de ['extremitat posterior operada per sota del
genoll i evitar que axons d'aquest nervi puguin projectar col-laterals sobre el territori cidtic denervat i
donar lloc a evidéncies falsament positives de reinnervacié. Amb una sutura cutania de 5-0 es tanca
el pla cutani i es desinfecta la incisié amb sol-lucié iodada.

2.1. Tipus de lesions nervioses i reparacions

Lesio fantasma
Aquest tipus de lesio ha consistit basicament en la disseccié i alliberament del nervi ciatic de les
seves adheréncies, sense induir cap tipus de lesié sobre ell.

Compressio nerviosa

La compressié nerviosa (crush) s'ha dut a terme per pressié mecanica del nervi ciatic utilitzant unes
pinces microquirtirgiques (Dumont n° 5). La compressio del nervi s'ha repetit tres vegades durant 30
segons en tres orientacions diferents per assegurar la lesio de tots els axons del nervi ciatic. Abans de
suturar la ferida, s'ha estimulat mecanicament l'extrem distal al punt de compressié per tal de
verificar que la denervaci6 ha estat completa. Aquest tipus de lesié no rep cap mena de reparacid.

Seccié nerviosa i la seva reparacié

La seccié nerviosa consisteix a practicar un tall que abarca la totalitat del tronc del nervi ciatic per
mitja d'unes estisores microquirargiques (Vannas). La retracci6 elastica dels segments del nervi,
induida per les beines connectives, deixa entre els extrems un espai de separacié (gap) d'entre 3 i 4
mm. Aquest tipus de lesi ha estat reparada utilitzant diversos procediments, definint els grups
experimentals:
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a) Sutura fascicular directa: s'aproximen els extrems del nervi seccionat i es fixen mitjangant tres
punts de sutura epineural amb fil monofilament de 10-0 i agulla no traumatica (Alcon) en
diferents angles del pla de seccid. Les sutures travessen en primer lloc I'epineuri de I'extrem
proximal i a continuacié l'epineuri del segment distal, per acabar anusant-se tres vegades. En la
sutura epineural s'ha procurat aconseguir sempre la maxima coaptaci6 fascicular dels segments, en
particular coaptant els fascicles tibial, peroneal i sural.

b) Sutura fascicular creuada: Es dissequen i separen els dos grans fascicles que conformen el nervi
ciatic a nivell de la cuixa, nervis tibial i peroneal, des del punt de bifurcacié i fins arribar al punt
establert de lesid. A continuacid es seccionen ambdds fascicles, 1 se suturen els seus extrems de
manera creuada per mitja de dos punts epineurals de sutura per cada fascicle amb fil de 10-0.
D'aquesta manera es sutura l'extrem proximal del fascicle tibial a I'extrem distal del peroneal i
inversament, l'extrem proximal del fascicle peroneal a I'extrem distal del tibial.

¢) Tubulitzacio troncular: mitjangant un tnic punt de sutura de 10-0 es sutura cada extrem del tub
als corresponents extrems del nervi seccionat. Les sutures travessen de fora a dins la paret del tub
i posteriorment de dins a fora I'epineuri de I'extrem nervi6s (Seckel et al 1984). Una vegada fixada
la sutura proximal, es mesurat sota lupa estereoscOpica amb una regleta microquirirgica
(Stoelting) la distancia o gap entre els extrems de 4 mm, abans de procedir a la sutura distal.
Finalment s'omplenat l'interior del tub de silicona amb sérum fisiologic estéril. En la fixacié dels
extrems nerviosos al tub es procurat mantenir l'orientaci6 de cada fascicle i del tronc nerviés. El
tub emprat és de silicona (Dicoinsa, Barcelona), de 2 mm d.i., 0,5 mm gruix i 6 mm de longitud, i
préviament s'ha esterilitzat amb etanol de 70° i radiacions ultraviolades.

Reseccio nerviosa i la seva reparacié

Una vegada realitzada la seccié del nervi cidtic, es realitza una segona secci6 distal per resecar un
segment deixant un espai de separaci de 8 mm de longitud, mesurat amb una regleta microquirtigica.
Aquesta lesi6 ha estat reparada pels segiients procediments:

a) Autoinjert del segment nervios resecat: el mateix segment de nervi ciatic resecat s'interposa entre
els dos extrems seccionats, mitjangant la sutura de I'empelt a I'extrem distal i al proximal amb tres
sutures epineurals de 10-0. Es procurat també conservar la orientaci6 de 'injert en relaci6 als seus

extrems proximal i distal agafant com a orientaci6 els vasa nervorum superficials i els fascicles.

b) Tubulitzacié troncular: mitjangant un punt de sutura de 10-0 es sutura cada extrem del tub als
extrems del nervi, tal com s'ha descrit anteriorment. Es verificat la mesura de 8 mm del gap
generat entre els extrems del nervi. Els tubs emprats han estat de silicona (2 mm d.i., 0,5 mm
gruix, 10 mm longitud) o de poli-L-lactat-e-caprolactona d'alta permeabilitat (PLC; Novamont,

Novara) (2 mm d.i., 0,25 mm gruix, 10 mm longitud).
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Fig IIL.2.1. Imatges d'un nervi intacte (a), després d'una compressié (b), un autoempelt (c), una sutura epineurial (d),
una sutura creuada (e), tubulitzacié simple (f, f') i fascicular (g, g') amb silicona i amb una guia de PLC (h, h')
immediatament després i als 90 dies de la reparacio.
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¢) Tubulitzacié fascicular: s'interposa una guia de silicona de doble llum entre els fascicles nerviosos
resecats. Se suturen els extrems proximals de cada fascicle, tibial i peroneal, als corresponents de
cada tub de la doble guia per mitja d'un punt de sutura epineural-transmural amb fil de 10-0 i es
repeteix la mateixa operaci6 pels extrems distals. Es mesura el gap de 8 mm i s'omplenen els dos
tubs de la guia amb sérum fisiologic. El tub destinat al nervi tibial té un diametre intern de 2 mm
mentre que el tub pel nervi peroneal és d'l mm, i tots dos de 10 mm longitud i 0,5 i 0,25 mm de
gruix respectivament.

2.2. Tractaments coadjuvants

Tots els animals han rebut un tractament d'amitriptilina (Sigma) per prevenir l'autotomia postlesié
del nervi. L'amitriptilina s'ha administrat a la beguda a una concentracio de 13,6 mg/100 ml, des de
14 dies previs a 'operaci6 fins I'aparicié de signes de reinnervacio periférica. Aquesta pauta assegura
un consum diari aproximat per animal de 8 mg/kg i evita I'autolesié (autotomia) secundaria a la
desaferentitzacié completa de la pota de I'animal i el dolor neuropatic induit per la lesié nerviosa
(Navarro et al 1994a). Els animals que presentaven signes inicials d'autotomia (a nivell de les ungles)
han estat aillats de la resta en gabies individuals i sotmesos a una dosi doble d'amitriptilina, de 27,2
mg/100ml. En pocs casos ha persistit aquest tipus de conducta i els animals afectats han estat
retirats de l'experiment i sacrificats.

3. Grups experimentals

Aplicant els diferents tipus de lesions i reparacions del nervi ciatic shan definit nou grups
experimentals. Han estat dividits en tres grans grups de comparacid, segons la lesié generada hagi
estat una compressio, una seccié o una reseccié del nervi ciatic. A continuacié s'especifiquen les
abreviacions, el tipus de lesi6 i reparacié emprada i el nombre d'animals de cada grup.

a) Grup control

C (n=17): grup control d'animals sotmesos a una lesid fantasma (sham lesion) del nervi ciatic.

b) Grup sotmés a una compressio

X (n=9): compressid del nervi ciatic sense cap mena de reparacio.

¢) Grups sotmesos a una seccio
SUT (n=11): seccié i reparacio per sutura epineural directa dels extrems seccionats.
SUTC (n=9): seccid del nervi ciatic i reparacio per sutura creuada dels fascicles tibial i peroneal.

SIL4 (n=13): secci6 i reparacié amb una guia de silicona, deixant entre els extrems del nervi un gap
de 3-4 mm.
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d) Grups sotmesos a una reseccio
INJ8 (n=9): resecci6 de 8 mm del nervi ciatic reparada per autoinjert del mateix segment resecat.
SIL8 (n=13): reseccid i reparacid amb una guia de silicona, deixant un gap de § mm.

SIL8D (n=9): reseccio 1 reparacié amb una doble guia de silicona de les branques tibial i peroneal de
nervi ciatic, deixant un gap de 8 mm pels dos fascicles.

PLC8 (n=11): reseccié i reparacié amb una guia de PLC, deixant un gap de 8 mm.

4. Avaluacio funcional de la regeneracié nerviosa i la reinnervacié

Els animals han estat avaluats preoperatoriament i postoperatoriament cada 30 dies durant tres
mesos per tal de registrar I'evoluci6 de la regeneracié de fibres motores, sensorials gruixudes i primes
i autonomiques simpatiques, aixi com la reinnervacié de les seves estructures diana. Les técniques
utilitzades resulten innoqiies per I'animal i només comporten la necessitat d'una anestésia general lleu
per limitar el possible sofriment. Per aquesta rad, és factible efectuar un seguiment seriat del procés
en un mateix grup d'animals. Els valors de cada prova obtinguts abans de la intervencié han estat
utilitzats com a controls dels resultats de regeneracié i reinnervacié en cada dia de seguiment. De
manera paral-lela, s'ha efectuat un seguiment en tots els animals de la pota contralateral no operada
les dades del qual no s'ha utilitzat en aquest estudi.

4.1. Reinnervacié de fibres simpatiques sudomotores (fibres C)

La regeneracio de fibres simpatiques sudomotores s'avalua per mitja de la técnica del motllo de
silicona (Kennedy i Sakuta 1984). Els animals soén sedats abans de la prova amb una anestésia
lleugera (15 mg/kg de pentobarbital i.p.). Després es procedeix a la injeccié subcutania d'una solucid
a 1'1% de nitrat de pilocarpina (Sigma), a una dosi de 10 mg/kg. La pilocarpina és un agonista
colinérgic, que estimula directament la secreci6 de les glandules sudoripares (GS). Passats 30 minuts,
s'extén un volum d'l ml de barreja fluida de mondmer de silicona (Elasticon, Kerr) amb 5 gotes
d'accelerador depositades amb una xeringa amb agulla de callibre 23 G. A mesura que el material
polimeritza i s'endureix sobre la superficie plantar de la pota, reté les impressions de les gotetes de
suor que surten de cada GS. La quantitat i la localitzaci6é de les impressions es determina sota
microscopi per transil-luminaci6 a 20 augments, comptant-ne el nimero en cada coixinet (o, 8, A, B,
CiD)iales puntes dels cinc dits de la pota posterior de I'animal (1, 2, 3, 4, 5) (Fig I1L.3.1.)

Les GS dels mamifers son excepcions a I'anomenat principi d'hipersensibilitat a la denervacié de
Cannon (1939). Aixi, l'estimulacié colinérgica no promou la secreci6 de les GS de l'extremitat
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posterior denervada de la rata. Amb l'inici de la reinnervacié es comencen a registrar impressions a
les arees plantars més proximals de la pota posterior, incrementant-se I'extensié de les regions amb
sudoraci6 reactiva a mesura que es completa la reinnervacié distal. El recompte del nombre
d'impressions de suor recollides pel motllo és un indicador del grau de reinnervaci6é sudomotora per
axons simpatics postganglionars (Kennedy i Navarro 1993).

Fig I11.3.1. Esquema de les arees de sudoracio a la planta de la pota i les puntes dels dits de la rata. Fotografia d'un
motllo de silicona.

4.2. Reinnervacio6 de fibres sensorials primes (fibres nociceptives Ad i C)

La regeneracid i reinnervacié d'axons nociceptius han estat avaluades per mitja d'una prova
d'algesimetria plantar per estimulacié térmica (Hargreaves et al 1988, Galbraith et al 1993). Els
animals han estat situats en uns contenidors de metacrilat suportats per una superficie elevada de
vidre de 7 mm de gruix mantingut a una temperatura constant de 30+0,5°C. Mitjangant una bombeta
incandescent de 150 W que emet un feix de llum circular de 5 mm de diametre, s'ha escalfat la
superficie del vidre per sota de la planta de la pota posterior de I'animal. L'escalfament progressiu
del vidre es transmet a la pell de la rata que fa una resposta reflexa de retirada al dolor per calor.
Amb un crondmetre connectat a un sensor infraroig es determina el temps transcorregut de I'inici de
l'escalfament fins la resposta de retirada. La prova s'efectua per triplicat, amb tres assajos separats al
menys 15 minuts, considerant com a temps de laténcia de la prova la mitjana dels tres valors. Per tal
d'evitar efectes lesius del calor sobre la pell, especialment en fases d'anestésia, es limita el temps
d'exposici6 a la font de calor a un maxim de 30 segons. Aquesta prova s'ha realitzat bilateralment i el
temps de laténcia fins a la retirada de la pota operada s'ha expressat com a percentatge del temps
corresponent a la pota sana contralateral. D'aquesta manera es normalitzen els resultats malgrat que
les condicions d'escalfament del vidre segons la temperatura ambient puguin canviar. De manera
periddica, s'obté una corba d'escalfament del vidre en funcié dels temps que permet conéixer la
intensitat de I'estimul térmic segons el temps transcorregut. La denervacié de l'extremitat posterior
elimina la sensibilitat termoalgésica i anul‘la la resposta de retirada, de manera que, quan comenga la
reinnervaci, reapareix la resposta de retirada i a mesura que augmenta la densitat de la reinnervacio
es va reduint el temps de laténcia .
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4.3. Reinnervacio de fibres motores (fibres Ac)

El grau de reinnervacidé muscular ha estat avaluat mitjancant I'estimulacié eléctrica transcutania del
nervi ciatic proximal a la lesio, amb agulles de 23G, i el registre del potencial d'accié muscular
compost (PAMC), amb un sistema deléctrodes monopolars d'agulla de 28G (Nicolet) insertats a la
superficie dels musculs plantars, gastrocnemi 1 tibial anterior, utilitzant un electromiograf Sapphyre
4M (Medelec/Vickers) (Navarro et al 1994b). L'animal ha estat anestesiat amb una dosi de 30 mg/kg
de pentobarbital sodic i fixat sobre d'una placa de coure en posicié de dectbit supi, amb les potes
posteriors i els dits en extensid per sobre d'una banda adherent. En totes les proves de conduccié
nerviosa, sensibles als canvis de temperatura, 'animal ha estat mantingut a una temperatura cutania
mesurada a la pell de la pota posterior d'entre 32 i 34°C per mitja d'un serpenti pla termostatat. El
sistema de registre consta d'un eléctrode de terra (G) situat a la base del 17 dit, d'un eléctrode de
referéncia (G2) situat a la porcid lateral de la punta del 4t dit de la pota i un eléctrode actiu o de
registre (G1) insertat segons el muscul testat en alguna de les segiients local-litzacions: mascul
plantar: al centre de la planta entre els coixinets A i D; miscul gastrocnemi: sobre el cos medial del
gastrocnemi a nivell del seu ter¢ mig; muiscul tibial anterior: entre el ter¢ mig i el ter¢ superior de la
massa muscular situada per davant de la tibia. El nervi ciatic ha estat estimulat per mitja d'un catode
col'locat a la fenedura ciatica i un anode insertat subcutaniament i separat 1 cm en direccié proximal,
aplicant estimuls eléctrics rectangulars de 100 ps de durada, d'intensitat creixent fins a nivell
supramaxim (25% per sobre de la intensitat que produeix un PAMC de maxima amplitud). Els
filtres minim i maxim s'han situat entre 1Hz i 5 KHz. Sobre el registre en pantalla s'ha determinat els
temps de laténcia en mil-lisegons (ms) des de l'artefacte d'estimulacié fins a l'inici de la deflexid
negativa del PAMC i l'amplitud maxima d'aquest en mV des del primer punt d'inflexi6 fins al pic
negatiu maxim del potencial (ona M). Els registres dels PAMC han estat adquirits abans de
l'operacié a una escala d'entre 1 i 5 mV per divisié pel muscul plantar i entre 51 10 mV per divisio
pels musculs gastrocnemi i tibial anterior. Durant el periode de reinnervaci6 s'han utilitzat una escala
d'entre 100 1 500 puV per divisio pel plantar i d'entre 1 i S mV per divisié per la resta de musculs
(Fig. I11.4.1).

L'amplitud del PAMC és un index de la massa muscular innervada i, per tant, indirectament del
nombre d'axons o-motors que innerven el miscul, mentre que el temps de laténcia reflecteix la
velocitat dels axons més rapids que reinnerven el muscul i el seu grau de mielinitzacié. El registre
electromiografic dels tres muisculs esmentats permet valorar la reinnervacié de dianes localitzades en
una regio proximal (musculs gastrocnemi i tibial anterior) o distal (muscul plantar) del punt de lesié.
A més els PAMCs dels musculs plantar i gastrocnemi avaluen la regeneraci6 pel fascicle tibial del
nervi ciatic, mentre que el del tibial anterior representa la regeneraci6 a través del fascicle peroneal.
Dies després de la lesi6 i quan el segment distal ja ha perdut la seva excitabilitat, no es registra cap
PAMC evocat per estimulacié eléctrica del nervi cidtic. Al cap d'una setmana poden registrar-se
potencials de fibril-lacié producte de la despolaritzaci6 espontania de fibres musculars, indicatius de
denervacid muscular. A mesura que comenga la reinnervacié es poden registrar PAMC de llarga
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laténcia, baixa amplitud i ampla durada i dispersié en el temps causada per la gran varietat en la
velocitat de conduccié dels axons regenerats. A mesura que es completa la reinnervacio distal, el

PAMC es compacta, s'incrementa la seva amplitud i disminueix el seu temps de laténcia i la seva
durada.
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Fig. IIL.4.1. Registre del potencial d'accié muscular compost del muscul plantar d'un animal control (a) i d'una animal
sotmés a una seccié del nervi cidtic reparada per sutura i deixada regenerar durant 90 dies (b). L'algada de I'ona M és
indicativa del nombre d'axons motors que reinnerven el miscul. temps transcorregut fins a I'inici de de I'ona indica el
grau de mielinitzacié axonal i la velocitat de conducci6. L'ona H és una resposta muscular reflexa monosinaptica
mediada per fibres sensorials procedents dels fusos musculars (fibres Ia).

4.4, Reinnervaci6 de fibres sensorials gruixudes (fibres AB)

La regeneracié d'axons sensorials gruixuts ha estat quantificada per estudis neurografics, amb
estimulacid eléctrica del nervi ciatic a nivell de la fenedura ciatica i registre del potencial d'acci6
nerviés compost (PANC) del nervi tibial i dels nervis digitals del 20, 4ti 5¢ dit de la pota operada
(Navarro et al 1994b). L'estimulacié del nervi i el registre dels potencials ha estat realitzat amb el
mateix electromiograf, Sapphyre 4M, i electrodes que en els registres motors. Els electrodes de
registre pels nervis digitals s’han col.locat, el de referéncia (G2) a la cara lateral de la punta i l'actiu
(G1) al lateral de la base de cada dit avaluat. Per obtenir el PANC del nervi tibial s'ha insertat
I'eléctrode actiu subcutaniament a la cara interna del turmell. Els estimuls electrics han estat de 100
us de durada i d'intensitat supramaxima. Els filtres minim i maxim s'han situat entre 3Hz i 2 KHz.
Sobre els registres s'han determinat els temps de laténcia des de l'artefacte d'estimulacié fins a l'inici
de la primera deflexié negativa del PANC en ms i 'amplitud de l'ona negativa maxima en pV. L'escala
d'adquisicié dels PANC s'ha situat entre 10 i 20 pV per divisié pels nervis digitals i d'entre 50 i
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100pV per divisi6 pel nervi tibial abans de 1'operacié, mentre que durant la reinnervacio s'ha situat
entre 2 i 5V pels primers i entre 20 i 1001V pel segon.

L'amplitud de] PANC és un indicador del nombre d'axons, fonamentalment sensorials tipus AB que
arriben als dits en els registres digitals i una mescla d'axons Ao i AP en el registre del nervi tibial al
talé (nervi mixt). El registre de l'activitat eléctrica del nervi tibial a nivell del tal6 i dels nervis digitals
permet avaluar la regeneracié sensorial proximal i distal, respecte del punt de lesié. Després de la
lesi6 desapareixen els PANCs que tenen tendéncia a recuperar la seva amplitud, laténcia i duracié
habituals a mesura que té lloc la regeneraci6 nerviosa. El temps de laténcia és indicatiu del grau de
mielinitzacid i la velocitat de conduccid assolits després de la lesié (Fig 111.4.2).

11V H 180ys
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Fig II1.4.2. Registre del potencial d'acci6 nerviés compost del nervi digital (*) d'un animal control

5. Recuperacié de la funcio locomotora global

L'avaluacié de la capacitat global de deambulacié ha estat duta a terme per mitja de la prova del
walking track (De Medinaceli et al 1982). Amb pintura vermella es pinzella la superficie plantar de
les dues potes posteriors de la rata i, a continuacid, se la deixa anar a 'entrada d'un passadis de 40
cm de longitud, 8 cm d'amplada i 10 cm d'algada i que desemboca en una obertura d'entrada a un
compartiment tancat i fosc. A mesura que I'animal camina buscant la foscor, va deixant marcades en
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vermell les seves petjades sobre un paper blanc que es col-loca formant el sol del passadis. Cal
assegurar que l'animal manté una velocitat de marxa uniforme enllarg de tot el trajecte. S'han
d'eliminar per tant els registres obtinguts amb un excés de velocitat de la deambulaci6 en els quals
només apareixen les empremtes més distals de la pota, o aquells en els quals la rata enlenteix o atura
el seu desplagament. Abans d'efectuar el registre definitiu s'entrena I'animal a efectuar el recorregut
tres vegades seguides per tal de familiaritzar-lo amb la tasca a acomplir. Entre tots els registres
realitzats s'escull una petjada representativa de la pota operada i la seva corresponent contralateral
(Fig. IIL.5.1). Amb un peu de rei es mesuren en mil-limetres sobre cada empremta els segiients
parametres: la distancia maxima longitudinal de la petjada (PL, Print Length), la distancia maxima
transversal entre les marques del 17 i el 5€ dit (7S, Toe Spreading) i la distancia entre les empremtes
del 21 i el 4t dit (IT, Intermediary Toes). Amb aquests tres parametres es construeix un index de la
recuperacioé locomotora de l'extremitat operada respecte de la control contralateral per cada dia de
seguiment (De Medinaceli et al 1982, Bain et al 1989):

EPL-NPL ETS-NTS EIT-NIT
Index Funcional del Ciatic= -38,3 —— +1095 ————+133—«—— -88
NPL NTS NIT

Fig. IT1.5.1. Registre de les petjades d'un animal control (a) i un animal amb seccid reparada del ciatic (b) 90 dies
després de la lesi6. La lesié denerva la musculatura flexora i extensora de V'extremitat posterior i dels dits del peu,
poduint un increment de la distancia longitudinal total (PL), i una reducci6 de la distancia transversal entre el 1r-5¢ dits
(TS) i el 2n -4t dits (IT)

El walking track és una prova que avalua globalment la conducta motriu desenvolupada per 'animal
abans i després de la lesid i indica la recuperacié de la funcié en la qual el nervi lesionat esta
directament implicat. La secci6 del nervi ciatic desaferentitza els inputs mecanosensorials i
propioceptius procedents de la planta i 'extremitat posterior de 1'animal i desactiva la musculatura
extensora del peu i els dits innervada per la branca peroneal i la flexora innervada per nervi tibial. En
aquestes condicions l'animal perd la capacitat de separaci6 dels dits de la pota, reduint-se les
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distancies TS i IT (branca peroneal), i de caminar recolzant les parts més distals dels dits, fet que
incrementa el segment PL (branca tibial). Aquests parametres haurien de recuperar-se fins a valors

preoperatoris a mesura que es produeix la reinnervacié muscular i sensorial periferica.

6. Avaluacio electrofisiologica de l'especificitat de la reinnervacio periférica

Al final del periode de seguiment els animals de cada grup experimental s'han anestesiat, per tal de
dissecar el nervi ciatic regenerat al llarg del seu trajecte des de la fenedura ciatica fins a nivell de la
fossa poplitia. Una vegada alliberat el tronc nervids, sha dut a terme la disseccid fascicular de les
branques tibial, peroneal i també sural, quan ha estat possible, per damunt del punt de lesié i s'han
seccionat a nivell proximal, deixant uns quants mil-limetres de cada fascicle fins al punt de lesio. El
tronc del nervi ciatic en primera instancia i, després de la disseccio, cadasctn dels fascicles han estat
succionats dins d'una canul'la de vidre de didmetre adaptat a la seva gruxaria, plena de soluci6 salina i
connectada a un eléctrode de succié muntat sobre un micromanipulador. L'eléctrode es troba
connectat a través d'un tub de silicona i una clau de tres passos a una xeringa plena de solucid salina.
Estirant de I'¢émbol de la xeringa es crea una pressié negativa que aspira l'extrem del nervi dins de la
pipeta de vidre. El contacte del nervi amb les parets de la canul-la segella el sistema i impedeix les
perdues. Cada fascicle ha estat estimulat, emprant l'eléctrode de succié com a catode, mentre que
I'andde, consistent en una agulla, s'ha insertat a nivell subcutani proximalment. D'aquesta manera, , a
la vegada que es focalitza I'estimulacio, s'efectua I'estimulaci6 directa dels nervis i s'eviten els efectes
nocius de l'estimulaci6 perllongada amb eléctrodes metal.lics. El camp obert ha estat mantingut amb
oli de parafina per prevenir la conducci6 per massa de 'estimul aplicat i afavorir la conservacié dels
fascicles. Durant tota la prova, I'animal s'ha mantingut sota anestésia profunda i a una temperatura
controlada (32 a 34°C de temperatura cutania periférica).

Amb aquesta disposicié, en un grup d'animals controls s'han definit els territoris musculars,
sensorials 1 sudomotors normals de cada fascicle del ciatic i la resposta quantitativa corresponent.
L'obtenci6 de modificacions d'aquests patrons d'innervacid després de diferents tipus de lesions i

reparacions del nervi ciatic, sera indicativa d'errors en la reinnervacio periférica.

6.1. Especificitat de 1a reinnervacié muscular (fibres motores Ac)

Estimulant separadament el tronc ciatic i els seus fascicles tibial, peroneal i sural, s'han registrat, per
mitja de microeléctrodes monopolars d'agulla intramusculars, tal i com ha estat ja descrit per a
I'avaluaci6 de la reinnervacié muscular, els PAMC detectables als musculs plantar, gastrocnemi i
tibial anterior. Els PAMC han estat obtinguts amb pulsos eléctrics simples rectangulars de 100 ps
de durada i d'intensitat supramaxima. S'ha registrat activitat durant els 20 ms posteriors a
I'estimulacid. Sobre els registres s'ha determinat els temps de laténcia fins a la deflexié negativa de
'ona M i l'amplitud maxima d'aquesta.
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6.2. Especificitat en la reinnervacié sensorial (fibres sensorials AB)

Per determinar l'especificitat de la reinnervacié d'axons sensorials s'ha estimulat el tronc del nervi
ciatic i les seves branques tibial, peroneal i sural, registrant els PANC a nivell dels nervis digitals del
2n, 4t i 5¢ dits 1 del nervi tibial al turmell per mitja d'eléctrodes monopolars insertats
subcutaniament a prop dels nervis. Els PANC han estat obtinguts amb pulsos electrics de 100 ps de
durada i d'intensitat supramaxima. Sobre els registres s'ha determinat els temps de laténcia fins a
l'inici de l'ona de despolaritzacid nerviosa i 'amplitud maxima d'aquesta.

6.3. Especificitat de reinnervacié sudomotora (fibres simpatiques C)

Per avaluar l'especificitat dels territoris de reinnervacié de les GS per fibres simpatiques s'ha
estimulat el nervi ciatic i successivament cadascuna de les seves branques amb l'electrode de succid,
aplicant una estimulacié repetida a una freqiiencia de 15 Hz, d'estimuls d'intensitat supramaxima pel
llindar motor, de 200 ps de duracié durant 5 minuts (estimulador S44, Grass Instruments).
L'activitat sudomotora induida per 'estimulacié eléctrica ha estat registrada efectuant motllos de
silicona de la superficie plantar de la pota estimulada als 3 i 5 minuts de l'inici de I'estimulaci6
(Navarro i Kennedy 1990a). Sota lupa binocular s'han comptat en cada motllo les impressions de
suor dels coixinets plantars (c, B, A, B, CiD) i de les puntes dels cinc dits (1, 2, 3, 4, 5).

7. Avaluaciéo morfologica de 'especificitat de la reinnervacio periférica
g

Per avaluar histologicament l'especificitat de la reinnervaci6 i la capacitat de collateralitzacio dels
axons regeneratius, s'han operat una série de grups experimentals complementaris amb lesions
analogues a les de quasi tots els grups estudiats funcionalment (C, X, SUT, SIL4, SUTC, INJS, SIL8
1 PLC8), de 6 animals per grup. Tres mesos deprés de l'operacid, i després de quantificar
electrofisiologicament els nivells de reinnervacié muscular assolits, s'ha dissecat el nervi ciatic,
separant distalment al punt de lesié les branques peroneal i tibial. A continuaci6 s’han seccionat en el
punt més distal possible abans de penetrar en la massa muscular corresponent el nervi peroneal, la
branca del nervi tibial que déna innervaci al cos medial del miscul gastrocnemi i el tronc del nervi
tibial a nivell del tal6 just abans de dividir-se en les seves dues branques plantars. L'extrem proximal
de seccié de cadascun d'aquests fascicles ha estat exposada durant 20 minuts a una quantitat
suficient de cristalls de tragadors fluorescents que en ser excitats emeten llum fluorescent de
diferents longituds d'ona. Aixi el nervi peroneal que projecta sobre el muscul tibial anterior ha estat
marcat amb Dil que emet llum de color vermella (Molecular Probes), el nervi del gastrocnemi medial
amb Fast Blue de color blau eléctric (EMS-Plyol GmbH, GropUmstadt) i el nervi tibial-plantar amb
FluoroGold que emet llum de tonalitat daurada-grisos (Fluorochrome Inc, Englewood) (Angelov et al
1999). L'aplicacié de tracadors fluorescents s'ha realitzat amb la maxima cura per tal d'evitar la seva
difusié sanguinia o el marcatge per contiguitat de fascicles nerviosos adjacents. Finalitzada
I'exposicio, s'ha netejat amb solucié salina la zona i s'ha resuturat la musculatura i el pla cutani de la

cuixa. Les extremitats posteriors esquerres, no operades, dels grups experimentals i controls han
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estat aprofitades per marcar una d'altres branques del nervi ciatic que innerven el muscul soli, els
musculs flexors dels dits, aixi com el nervi sural i el nervi safé.

Deu dies després de l'aplicacidé dels tragadors fluorescents, temps necessari per assegurar el seu
transport retrograd fins als soma de les motoneurones i neurones sensorials, s'ha procedit a la
perfusio-fixacié. Després d'anestesiar profundament els animals amb éter, s'han perfés per via
intracardiaca, inicialment durant 60 segons amb tamp6 PBS (0,1M, pH 7,38) i posteriorment durant
20 minuts amb una solucié de paraformaldehid al 4% en PBS (0,2M, pH 7,38). Seguidament s'ha
procedit a l'extracci6 de la medul.la espinal i s'ha separat amb un bisturi un segment de 2,5 cm des de
l'extrem distal del conus espinal, que conté els segments lumbars i sacres d'interés. S'ha realitzat una
postfixacié de 24 hores a 4°C en paraformaldehid al 4% amb agitaci6 constant. La mostra medul.lar
ha estat tallada en seccions longitudinals de 50 um de gruix en direccid ventral-dorsal amb un
vibratom (FTB-vibracut, Plano, Marburg) i muntades en grups de tres en portaobjectes de vidre de
manera seriada i conservant-ne 'ordre original.

Les seccions han estat excitades i observades a través de dos jocs de filtres (Carl Zeiss) diferents: un
per visualitzar conjuntament el Fast Blue i el Fluoro Gold (Filter Set 01: excitacié BP 365/12 i
emissiéo LP 397) diferenciables clarament pel color de la llum emesa, i l'altre per visualitzar el Dil
(Filter Set 15: excitacié BP 546/12 i emissiéo LP 590) (Angelov et al 1999) (Fig I11.7.1). No s'ha
demostrat l'existéncia de fluorescéncia creuada entre els filtres per a Dil i per FB-FG (Angelov et al
1999). Imatges de cadascuna de les seccions amb preséncia de cél.lules marcades han estat adquirides
amb cadascun d'aquests filtres, per mitja d'una camara de video CCD (Optronics Engineering Model
DEI-470) i emmagatzemades en un ordinador en format TIFF. Amb l'ajut del programa d'analisi
d'imatges Optimas 6.1 (Optimas Corporation, Bothell) i aplicant el métode de fraccionament
(Gundersen 1986) s'ha comptabilitzat les motoneurones amb nucli visible en una de cada tres
seccions espinals correlatives de 50pm de gruix i s’han multiplica per tres els comptatges finals. Per
més seguretat, s'ha quantificat un grup de 6 animals control comptant cadascuna de les seccions i
s'ha comparat amb el métode estimat sense trobar diferéncies significatives. De fet tenint en compte
que el diametre de les motoneurones, segons alguns treballs i observacions propies (Streppel et al
1998), se situa a l'entorn entre 30-40pm i rarament supera els 50um, es pot estar segur de no
comptar en seccions d'aquesta gruixaria dues vegades la mateixa cel.lula (Swett et al 1986). El
nombre de motoneurones amb marcatges dobles de Fast Blue i Fluoro Gold ha estat determinat
visualment per la preséncia d'ambdos tragadors al soma neuronal que adopta una coloracié gris-
perlada. El nombre de dobles marcatges amb Fast Blue i Dil o Fluoro Gold i Dil o de neurones amb
triple marcatge ha estat determinat mitjangant la superposicié d'una mascara binaritzada, mostrant
els perfils cel.lulars, de la imatge obtinguda amb el dos jocs de filtres. En les mateixes imatges, amb
l'ajuda del programa NIH-Image, s'han determinat també les mides, la posici6 relativa i la densitat
cel.lular dels nuclis motors dels miisculs estudiats.
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Fig 111.7.1. Imatges de fluorescéncia de motoneurones d'animals control. Fluoresceéncia per a Fast Blue (A), Dil (B) i
Fluoro Gold (C). Barra = 50pm.
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8. Avaluaci6 funcional de les respostes reflexes espinals

L'estudi dels canvis en l'activitat de reflexos espinals després dels diferents tipus de lesions i
reparacions del nervi ciatic sha efectuat també de manera mensual durant tres mesos en els diferents
grups experimentals. S'han registrat respostes reflexes monosinaptiques (ona H) i respostes reflexes
polisinaptiques de retirada ipsilaterals (reflex flexor) i contralaterals (reflex extensor creuat). En tots
aquests registres s’ha mantingut l'animal sota anestésia profunda amb una dosi de 40 mg/kg de
pentobarbital sodic i.p., amb temperatura controlada i fixat sobre d'una placa de coure en posicio6 de
dectibit supi. Per mantenir un estat anestésic constant s’han administrat cada 60 minuts dosis
adicionals de 10 mg/kg de pentobarbital. L'estimulacié i el registre de I'activitat reflexa s'ha realitzat
per mitja d'un electromiograf Sapphyre 4M (Medelec/Vickers).

8.1. Resposta reflexa monosinaptica: ona H

L'estimulacié eléctrica d'un nervi periferic evoca una resposta directa anterdgrada conduida per axons
motors que finalitza amb la despolaritzacié muscular (ona M). Al mateix temps, l'estimul produeix
la despolaritzaci6 d'axons sensorials tipus Ia que formen part de l'arc del reflex miotatic. Aquestes
fibres sensorials condueixen l'estimul fins a la medul-la on sinapten amb un grup reduit de
motoneurones. Com a producte de l'excitacié postsinaptica les motoneurones es despolaritzen
conduint distalment cap al muscul nous potencials d'accié que evocaran una resposta de
despolaritzacié muscular reflexa tardana (ona H). Estimulant el nervi ciatic i registrant respostes
musculars de la manera ja explicada, s'han registrat les respostes reflexes dels musculs plantar,
gastrocnemi i tibial anterior (Navarro et al 1994b). S'han aplicat estimuls tnics de 100 ps de durada i
supramaxims per l'ona H. L'escala d'adquisicié preoperatoria s'ha situat entre 0,5 i 1 mV per divisid
pel muscul plantar i entre 11 5 mV/divisié pel gastrocnemi i el tibial anterior. En musculs reinnervats
I'escala d'adquisici6 s'ha situat entre 100 1 500 pV pel plantar i entre 0,5 i 1 mV pel gastrocnemi i
tibial anterior. El temps de registre ha estat de 20 ms. S'ha quantificat la laténcia fins a I'inici de I'ona
H en ms i la seva amplitud en mV (Navarro et al 1999) (Fig. 111.4.1).

8.2. Reflexos nociceptius de retirada: flexor ipsilateral i extensor contralateral

L'estimulacié eléctrica de fibres sensorials nociceptives del nervi tibial produeix una resposta reflexa
d'activacié de la musculatura flexora ipsilateral, entre ells els masculs semitendinés i biceps femoris,
destinada a retirar I'extremitat posterior afectada de la font aversiva. El circuit reflex consisteix en
fibres aferents de diverses classes, connexions medul.lars polisinaptiques fins a les motoneurones
apropiades. En les condicions d'anestésia i posicié esmentades, s'ha estimulat el nervi tibial per mitja
d'un catode a la cara medial del turmell i un anode distal al marge medial de la pota. La resposta
muscular s'ha registrat en el miiscul biceps femoris per mitja d'un eléctrode de registre localitzat en la
profunditat del muiscul, un eléctrode de referéncia subcutani a nivell del trocanter i un eléctrode de
terra a l'arrel de la cua. S'han aplicat estimuls eléctrics Gnics rectangulars de 500 ps de durada i
intensitat supramaxima pels components de la resposta reflexa. Els filtres minim i maxim s'’han situat
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a 3Hz i 5KHz. L'escala d'adquisici6 s'ha situat entre 200 i 500 uV en fases properatories i entre 50 i
100uV en les de reinnervacié. Sobre el registre obtingut durant 250 ms i rectificat, s'han mesurat els
temps de laténcia, el nombre de pics i 'amplitud maxima de cada component: C1 (mediat per fibres
AB), C2 (mediat per fibres Ad) i en alguns grups C3 (mediat per fibres C) (Fig I11.8.1).
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Fig II1.8.1, Registre del reflex de retirada extensor creuat del muscul tibial esquerre obtingut per estimulacié del nervi
tibial dret en un animal control, amb els seus tres components d‘activitat: C1 (AB), C2 ( fibres A8) i C3 (fibres C).

La mateixa estimulaci6 eléctrica de fibres aferents del nervi tibial produeix també una resposta reflexa
d'activacié de la musculatura flexora i extensora contralateral. El circuir reflex que la condueix €s de
tipus polisinaptic i creua la linia mitjana fins a projectar-se mitjangant interneurones sobre les
motoneurones de 'hemimedul-la contralateral. Seguint el procediment descrit, s'ha estimulat el nervi
tibial, registrant ara l'activitat muscular reflexa evocada sobre els musculs gastrocnemi i tibial anterior
contralaterals. Sobre el registre rectificat, s'han mesurat els temps de laténcia, el nombre de pics i
'amplitud maxima dels tres components d'activitat: C1 (mediat per fibres AB), C2 (mediat per fibres
AJ) i C3 (mediat per fibres C) (Navarro et al 1999)

8.3. Avaluacié dels llindars d'excitabilitat de les respostes reflexes

Per a tipificar els llindars d'estimulaci6 de I'ona H respecte a I'ona M i el tipus de fibres aferents que
condueix aferentment 'estimul dels components C1, C2 i C3 dels reflexos s'ha avaluat en un grup de
36 i 24 animals controls el llindar d'intensitat minim i maxim de la resposta de despolaritzaci6
muscular directa (ona M) i reflexes monosinaptiques (ona H) i el llindar minim dels tres components
de respostes polisinaptiques.

Per valorar I'excitabilitat del reflex monosinaptic, s'ha estimulat el nervi ciatic amb pulsos eléctrics de
100 ps de durada i intensitats des de 0,0 mA fins a un maxim de 35,0 mA en increments de 0,1 mA.
S'ha determinat el llindar minim del reflex, el llindar de maxima resposta i s'ha registrat algunes

corbes de reclutament de l'ona H del miscul plantar segons intensitat d'estimulacié de 'ona H i de
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I'ona M. De manera similar, I'excitabilitat dels diferents components dels reflexes polisinaptics ipsi i
contralaterals s'ha estimat estimulant el nervi tibial a nivell del tal6 amb pulsos de a estimuls de 50,
100, 200 i 500ps de durada i intensitats creixents de 0,0 mA fins a 75,0 mA en increments de 0,1
mA. S'ha determinat el llindar minim d'excitabilitat dels components C1, C2 i C3.

9. Protocol de seguiment

Una vegada realitzades les lesions nervioses amb les seves corresponents reparacions s'ha avaluat
mensualment durant 3 mesos la regeneracid i reinnervaci6 de fibres motores, sensorials gruixudes,
sensorials primes i sudomotores, l'activitat reflexa monosinaptica i polisinaptica i la deambulacié
global. Com a proves finals els animals de cada grup han estat subjectes a I'estudi funcional de
I'especificitat de reinnervacio i d'altres a I'estudi histoldgic amb retrotragadors del mateix fenomen.
En alguns grups d'interés alguns exemplars han estat seguits fins a 6 mesos després de l'operacio.
Aquesta informacié ha permés comprovar que als 3 mesos de la lesi6 tots els grups de lesio arriben
a un nivell gairebé maxim de recuperaci6 dels diferents parametres funcionals, que no es modifica

substancialment en mesos segiients. Per aquesta rad aquestes dades no seran mostrades en aquesta
memoria.

Avaluacié funcional de la regeneracio, la reinnervacio i la recuperacié
Per tal d'evitar que 'aplicacié d'una técnica pogués alterar els resultats de la segiient, s’ha mantingut
un ordre fix de prelacié de les diferents proves de regeneraci6 i reinnervacié funcional:

1) Regeneracié i reinnervacié de fibres simpatiques: motllo de silicona

2) Regeneraci6 de fibres sensorials primes: algesimetria

3) Regeneracié i reinnervacié de fibres motores: registre de PAMCs i de I'ona H de musculs plantar,
gastrocnemi i tibial anterior ipsilaterals i contralaterals

4) Regeneraci6 i reinnervacio6 de fibres sensorials gruixudes: registre de PANCs de nervis digitals i
tibial ipsilaterals i contralaterals

5) Reflexes nociceptius de retirada: registre del reflex flexor ipsilateral del muscul biceps femoris i
dels reflexes extensors contralaterals dels musculs gastrocnemi, tibial anterior i plantar.

6) Recuperacio del patr6 de locomocio: prova del walking track.

Avaluacié electrofisiologica de l'especificitat de la reinnervacio periférica
Una vegada acomplerts els tres mesos de seguiment i després d'efectuar I'avaluacié final de la
recuperacid de les diferents proves funcional s'ha dissecat la cara posterior de la cuixa i s'ha procedit

a l'estimulaci6 fascicular del nervi ciatic i les seves diferents branques seguint el procediment exposat
a l'apartat II1.5:
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1) Especificitat de reinnervaci6 de fibres motores: musculs plantars, gastrocnemi i tibial anterior.
2) Especificitat de reinnervacié de fibres sensorials gruixudes: nervis digitals i tibial.
3) Especificitat de reinnervacié de fibres autonomiques sudomotores.

Avaluacié morfologica de l'especificitat de la reinnervacié

Per a I'avaluaci6 histologica de l'especificitat de la reinnervacio s'han repetit grups sotmesos a lesions
analogues a les ja realitzades. S'han deixat regenerar durant 90 dies. Al final del seguiment s'ha
avaluat, per mitja dels retrotragadors Fluoro Gold (FG), Fast Blue (FB) i Dil:

10. Analisi de les dades

Per a I'analisi de les dades s'ha utilitzat un equip microinformatic Macintosh (models IIFfx i Power
PC) i diversos programes per aquest sistema operatiu. Els resultats obtinguts de cada prova han
estat anotades per a cada animal i dia de seguiment en els seus fulls de seguiment corresponents.
Posteriorment, s'ha transferit les dades a un full de calcul (Microsoft Excel 5.0) i s'han calculat les
mitjanes grupals i els errors estandars dels valors de cada prova. S'han representat graficament els
valors mitjans de cada grup emprant un programa de respresentacié grafica (Cricket Graph 3.0). Les
dades obtingudes de cada animal s'han transferit a un full estadistic (StatView 4.5) per realitzar
l'estadistica descriptiva i inferencial dels diferents grups. Donada la poblacié de subjectes
experimentals, s'han utilitzat com a proves estadistiques, proves no parametriques tant per a les
comparacions intergrupals (Kruskall-Wallis i U de Mann-Withney) com per a les comparacions
intragrupals de dades aparellades (Rang de Wilcoxon). Per a la comparacid de les proporcions
d'animals amb recuperaci6 s'ha aplicat el test de la X2 (Chi square). En tots els casos, s'ha considerat
com a significatiu un valor de p < 0,05.

Avaluacio funcional

Els valors preoperatoris de les diferents proves d'avaluaci6 de la innervacié muscular, sensorial i
sudomotora, de les respostes reflexes i de 'activitat de deambulacié s'han considerat com a valors
controls i corresponents al 100% d'activitat funcional per a cada animal. Els valors obtinguts en el
seguiment postoperatori s’han expressat com a percentatge del valor control en cada dia d'avaluacié.
Els valors absoluts dels temps de laténcia desapareixen amb la denervacié i recuperen valors més
llargs als preoperatoris amb la reinnervacio, per aquesta ra6 els valors evolucionen des de valors
superiors fins al 100%. Els valors de l'algesimetria s'han expressat com el percentatge de la laténcia
de retirada de la pota operada respecte de la pota sana, i s’han indicat com a valors superiors que
tendeixen al 100% amb la regeneraci6. En la resta de proves funcionals, els valors absoluts
desapareixen amb la lesié i es recuperen amb la reinnervacio; per aquesta rad les dades evolucionen
des del 0% immediatament als 7 dies de la lesi6 després de la lesio fins a valors proxims al 100%.
S'ha determinat també les proporcions d'animals amb aparaicio de resposta en cada dia de seguiment.
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En l'estudi electrofisiologic de l'especificitat de la reinnervacio, s'ha calculat els percentatges de
resposta funcional motora (amplitud del PAMC) sensorial (amplitud del PANC) i sudomotora
(nombre de glandules sudoripares activades) dels fascicles tibial, peroneal i sural respecte a la
resposta total aconseguida per estimulacié de tot el tronc del nervi ciatic. S'ha determinat les
proporcions d'animals amb innervacié muscular, sensorial i sudomotora simpe o miltiple i el grau de
poliinervacié de dianes. Finalment s'ha expressat la proporcié d'animals amb pluriinnervaci6 de
dianes.

L'amplitud de les respostes reflexes monosinaptiques (ona H) ha estat calculada en cada dia de
seguiment com a percentatge de la resposta motora maxima del muscul (ona M) on s'ha registrat,
configurant la ratio H/M. Posteriorment s'ha indicat a les taules I'evolucié d'aquesta ratio d'amplituds
H/M en relacié al valor de la mateixa abans de l'operacié. L'amplitud de les respostes reflexes
polisinaptiques ha estat expressada com a percentatge de 'amplitud de la resposta control, donat
que els registres es fan sobre musculs no denervats per la lesio, per a estudiar la seva recuperacio i,
normalitzats respecte del valor del PAMC del nervi tibial des del qual han estat evocats, per a
quantificar el grau de facilitaci6 de la resposta. L'estimacio6 del temps de conducci6 periféric-central
de les respostes reflexes s'ha calculat per mitja de la diferéncia entre les laténcies de lesones HilaM
(lat H-lat M) en els reflexos monosinaptics i restant als temps de laténcia de cada component (C1,
C2, C3) el temps de conduccié de la via aferent sensorial (temps de laténcia del nervi tibial) i eferent
motora ipsilateral o contralateral (temps de laténcia dels PAMCs) en els polisinaptics.
Posteriorment s'ha indicat per ambdos tipus de reflexos, I'evolucié dels valors d'aquesta estimacid
respecte del valor que tenien abans de la lesio.

Avaluacié morfologica

L'estudi amb retrotragadors fluorescents de la reinnervacié s'ha avaluat, d'una banda comparant
quantitativament els comptatges absoluts de neurones motores dels grups experimentals amb els del
grup control. També s'ha comparat el percentatge total de neurones marcades amb cada tragador i el
percentatge de motoneurones amb diverses combinacions de dobles o triples marcatges respecte del
total de neurones motores marcades, respecte al grup control i entre els diferents grups
experimentals.
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11. Valors absoluts controls

A continuacié s'expressen els valors absoluts (mitjana + error estadar) dels parametres funcionals
que s'ha utilitzat per estudiar la regeneracié i I'especificitat funcional de la reinnervacié d'organs diana
sudomotors (GS), nociceptius (ALG), musculars (PAMC), sensorial digitals (PANC) i la
recuperaci6 de la funci6 global de locomocié (WT) corresponents a rates Sprague-Dawley de 10-12
setmanes d'edat i 260 g de pes. Els valors absoluts de les respostes reflexes monosinaptiques (IV.5.1
i polisinaptiques (IV.6.1) i els comptatges de motoneurones espinals (IV.4.1), com que sén objecte
d'estudi d'aquesta mateixa tesi, s'han inclos al seu corresponent apartat de resultats.

GS «o B A B C D 1 2 3 4 S Total

GS 45,60 16,15 29,80 39,85 32,45 40,90 19,60 20,35 17,60 17,15 16,25 294,70
) (1,2) (1.27) (1,50 (1,16) (1,78) (2,63) (1,0 (094) (1,33) (1,36) (0,95) (9,31

ALG Resposta Plantar

Llindar de retirada (°C) 41,38 £ 0,62

Temps retirada (segons) 10,74 £ 0,33

Temps de retirada D vs E (%) 101,76 £ 2,32

PAMC m. Plantar m. Gastrocnemi m. Tibial
Amplitud Ona M (mV) 7,64 £ 0,28 4225+ 1,10 37,85+ 0,86
Amplitud Ona H (mV) 0,88 + 0,05 4,29+0,41 3,62 £0,21
Laténcia Ona M (ms) 2,54 £ 0,06 1,30 £ 0,04 1,39+ 0,04
Laténcia Ona H (ms) 7,17+£0,13 6,07 £ 0,20 7,26 = 0,20
PANC n. digital 4t dit n. digital Sé dit n. digital 2n dit n. tibial (tal6)
Amplitud Ona N (nV) 17,57 £ 0,46 19,95 + 0,69 16,97 + 0,40 156,73 5,70
Laténcia Ona N (ms) 1,75 £ 0,04 1,77 £ 0,04 1,71 £ 0,05 1,06 + 0,03
WT Mesures emprempta plantar

Print Length (mm) (PL) 26,13 £ 0,29

Toe Spreading (mm) (TS) 19,35+ 0,31

Intermediary Toes (mm) anm 10,31 £ 0,23

Index Funcional del Ciatic (u.a) (IFC) 7,04 £ 5,31
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