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Capitulo |

RESUMEN.

En México las lesiones de nervio periférico son frecuentes, con una prevalencia de 1.12%
predominantemente en la extremidad superior. La consecuencia ante estas lesiones son
un problema de salud, sin embargo, a pesar de los avances en la técnica quirargica, los
resultados y las perspectivas de una recuperacién funcional completa son generalmente
deficientes. En los dUltimos afios se ha utlizado la CLG-PVP (Colagena-
Polivinilpirrolidona), producto de desarrollo mexicano, para el tratamiento de
enfermedades fibrosantes. Este compuesto, se ha utilizado para reducir la fibrosis en la
cicatrizacion de diversos tejidos y no se ha estudiado su uso en tejido nervioso periférico.
Por lo que el primer paso en esta linea de investigacion fue estudiar su efectividad con
ratas, al realizar una lesion nerviosa de tipo axonotmesis en el nervio ciatico.
Comprobando a nivel histolégico que el Fibroquel mejora las caracteristicas de los

nervios lesionados comparados con los que no fueron tratados con este agente.



Capitulo Il

INTRODUCCION.

Las lesiones de nervio periférico (LNP) se provocan debido a la interrupcion parcial o
completa de la fisiologia normal del nervio y son una de las causas mas frecuentes de
déficit sensitivo y motor y de pérdida en la productividad en adultos. Se ha reportado una
prevalencia del 1.3 al 2.8% en lesiones traumaticas, siendo éstas por heridas por arma
blanca, accidentes vehiculares, traumatismos directos o heridas de bala. El 61% de los
casos se ha identificado en miembros superiores, seguido por un 15% y 14% en

miembros inferiores y en cara, respectivamente. (1)

En México las LNP son frecuentes, se estima que se presentan con una prevalencia de
1.12% predominantemente en la extremidad superior, en hombres adultos. La
consecuencia ante estas lesiones son un problema de salud, ya que afecta
socioeconémicamente, costando aproximadamente entre 12,474 + 5,595 MXN y ademas

causando una discapacidad funcional en el paciente. (2)

Debido a esto, es necesario que una LNP se repare para que el paciente obtenga una
mejor calidad de vida. La reparacién primaria o convencional puede realizarse cuando la
lesion sucede en seccion limpia, o cuando el defecto es pequefio, los cabos pueden
anastomosarse quirargicamente. Cuando la intervencién se realiza dentro de los 14 dias

posteriores al traumatismo nervioso, la recuperacién funcional es Optima en



aproximadamente el 80% de los pacientes; el aumento del tiempo entre el traumatismo

y la anastomosis disminuye el grado de recuperacion. (3)

Sin embargo, a pesar de los avances en la técnica quirargica, los resultados y las
perspectivas de una recuperacion funcional completa son generalmente deficientes,
menos del 50% de los pacientes informan una funcién motora satisfactoria después de
la reconstruccion quirdrgica, presentando diversas complicaciones funcionales después

gue se presenta el proceso de cicatrizacion. (4)

La cicatrizacion en el sitio de lesion o reparacién del nervio es la respuesta comun que
la fisiologia corporal ofrece. Esta representa un factor importante que contribuye a la
curacioén de la lesion, no obstante, en la mayoria de los casos suele haber una respuesta
aumentada que favorece la fibrosis perineural de la zona limitando la recuperacion

funcional 6ptima. (5)

En la actualidad se carece de procedimientos o técnicas accesibles y eficaces que
ayuden a prevenir la fibrosis en el sitio de lesion del nervio, por lo que se deben

documentar distintas estrategias que favorezcan mejores resultados.
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Planteamiento del problema.

En particular, en las LNP la cicatrizacién intrinseca sigue siendo problemética, ya que la
fibrosis intraneural puede alterar la microvasculatura perineural, impedir la migracion
axonal y deteriorar la regeneracion nerviosa. La regeneracion nerviosa exitosa requiere
qgue los axones progresen de forma anterdgrada a lo largo del tubo endoneural, sin
embargo, la fibrosis intraneural excesiva puede impedir o desviar la migracion neuronal

normal de su via axonal éptima. (6)

La CLG-PVP tiene la ventaja de ser una barrera biolégica con riesgos minimos, no se
han detectado efectos secundarios en voluntarios sanos y en pacientes con cicatrices
hipertréficas tratados durante largos periodos. Aunque es bien sabido que los implantes
de colageno no humanos son capaces de inducir anticuerpos anti-colageno, no hay
evidencia de asociacion alguna entre los implantes dérmicos de colageno y las

enfermedades autoinmunes. (5)

En los ultimos afios se ha utilizado la CLG-PVP, producto de desarrollo mexicano, para
el tratamiento de enfermedades fibrosantes, por sus efectos en la regulacion de la IL-j3,

TNF- a, PDGF, moléculas de adhesion VCAM-1y ELAM-1. (9)

Hasta la fecha sus aplicaciones en el proceso de cicatrizacion de tejidos, incluido el 6seo
y la modulacion en enfermedades como la artritis reumatoide ha significado importantes

beneficios terapéuticos y un uso eficiente de los recursos con generacion de ahorros en
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la atencidn de estos pacientes (9), sin embargo, hasta la fecha su uso para LNP no esta

descrita en roedores ni en humanos.

ANTECEDENTES

Los autores Burbano-Levy et al. (11) realizaron una investigacién utilizando un modelo
econdmico que evaluaba el costo-utilidad del uso de los farmacos de primera linea,
paracetamol y anti-inflamatorios no esteroides (AINEs, naproxeno 250 mg), en el
tratamiento de osteoartritis de rodilla (OAR) contra el uso de la CLG-PVP 225 mg
intraarticular (IA) como tratamiento de la patologia. Se obtuvo una cohorte de 2000
pacientes con el diagndstico de OAR, mayores de 67 afios sin distincién de género,
segun los datos proporcionados por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Los
resultados de ambos grupos evidenciaron después del seguimiento del tratamiento hasta
la remisién de los sintomas, que en el grupo que se tratd con los medicamentos de
primera linea, AINEs hubo un costo de MEX $170,010.76 aproximadamente, y en el
grupo que se tratd6 con la CLG-PVP tuvo un costo de MEX $130,953.63
aproximadamente; estableciendo una diferencia significativa en el precio del tratamiento
en ambos grupos. Cabe destacar que la CLG-PVP a pesar de ser mas costosa en el
mercado presenta una mejor reduccion de la sintomatologia que el tratamiento

convencional en OAR.

En el articulo de los autores Ruiz-Eng et al. (8) se reporta la efectividad de la CLG-PVP
como tratamiento innovador para las secuelas después de haber realizado una
mastectomia radical en mujeres que presentaban cancer mamario. Se realizd un ensayo
clinico, unicéntrico, longitudinal y prospectivo, se reclutaron 7 mujeres con edad media

de 49 afios que presentaban secuelas como linfedema (14.28%), hundimiento de la
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herida (28.57%), cicatriz queloide (28.57%), parestesias (42.85%), dolor (71.4%),
dificultad para la movilidad de la extremidad superior ipsilateral (71.4%); a causa de una
mastectomia radical por cancer de mama. A estas pacientes se les aplicé en la region
deltoidea ipsilateral a la cirugia, de forma subcutanea una dosis inicial de 1.5 ml (8.3 mg)
de la CLG-PVP méas 0.3 ml de lidocaina simple a 2%. Posteriormente se hicieron
aplicaciones semanales de 1.0 ml (5.5 mg) de la CLG-PVP mas 0.3 ml de lidocaina

simple a 2% durante un periodo de seis meses.

Las siete pacientes tuvieron buen estado general, ninguna perdié peso corporal ni tuvo
enfermedades asociadas, presentaron mejoria estética estadisticamente significativa
después de la aplicacion de la CLG-PVP. Proponen que la CLG-PVP sea un tratamiento

seguro con resultados clinicos y estéticos eficientes.

Los autores Zeron et al. (9) determinaron cual seria el mejor tratamiento para las Ulceras
por presion cronicas y las complicaciones que estas presentan. Fue un ensayo clinico
controlado, aleatorizado y ciego, en donde se estudiaron dos grupos, un grupo control y
otro experimental, con 12 pacientes cada uno y que estos tuviesen el diagndstico de
Ulceras por presion crénicas grado 2 o 3 sin tratamiento. En el grupo control se utilizé un
tratamiento de limpieza local con jabén, aplicacién de 6xido de zinc en pasta y placebo
(soluciodn salina con CLG-PVP) y se compar6 con el grupo experimental el cual tenia de
tratamiento limpieza local con jabén, aplicacion de 6xido de zinc en pasta y la CLG-PVP
de aplicacion intradérmica 1 vez por 3 semanas. Se midieron los diametros de las Ulceras
evaluadas, al inicio la media fue de 3.4 cm en el grupo tratado con la CLG-PVP y de 2.9

cm en el grupo de control; después de 3 semanas de tratamiento, los diametros medios
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fueron 1.41 cm en el grupo CLG-PVP y 1.58 cm en el grupo de control, demostrando una

diferencia estadisticamente significativa en el grupo experimental.

En el estudio de Cervantes-sa et al. (10) se explica que las adherencias de la cavidad
peritoneal son causa frecuente de infertilidad femenina secundaria. Se sometieron 14
conejos para realizar un procedimiento de apendicectomia para evaluar la formacion de
adherencias en forma laparoscopia al primer mes y un mes después en forma histolégica.
Se crearon dos grupos: el grupo control con apendicectomia y el experimental en el cual
se utilizé en una esponja intraperitoneal CLG-PVP. En la evaluacién histoldgica se
demostro en base a las tinciones de hematoxilina y eosina (HyE) que el grupo control
tuvo un mayor namero de infiltrado que el grupo experimental; asi como con la tincion de
Masson (TMS) se demostré que el grupo control presenté una mayor cantidad de
infiltrado de colagena, asi como fibrosis mas compacta que en comparacion con el grupo
experimental. Se concluy6é que la CLG-PVP disminuye la incidencia y tamafio de las

adherencias intraabdominales en conejos.
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Capitulo llI

JUSTIFICACION
El uso del CLG-PVP como agente reductor de secuelas en heridas quirirgicas esta
descrito. En este estudio se pretende recrear una LNP en un modelo murino para

comprobar el uso del FibroquelR como agente coadyuvante en la mejoria de la funcién

y minimizacion de secuelas debidas a la lesion, principalmente fibrosis.
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HIPOTESIS

El FibroquelR 0 CLG-PVP ayuda en la mejoria de la funcién de la extremidad con la LNP

disminuyendo las secuelas de fibrosis y mejorando la cicatrizacion.

HIPOTESIS NULA

No existe una correlacion entre los hallazgos clinicos, indice dedo brazo, calidad de
pulsos y presencia de calcificaciones en la evaluacion inicial de estos pacientes con el
manejo realizado lo cual no nos ayudara a disefiar una escala de clasificacion y

prondstico para el sindrome de mano diabética tropical.
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Capitulo IV

OBJETIVOS.
Objetivo general.
Determinar los efectos de la aplicacién de FibroquelVR en relacion con la funcién motora

de la extremidad afectada por la LNP en las ratas.

Objetivos especificos.
1. Determinar la funcion somatica de la extremidad afectada entre los grupos de

experimentacion utilizando el Indice de Funcién Ciatica (IFC).

2. Determinar la reduccion de fibrosis en la LNP a nivel histolégico entre el grupo de

control y los grupos experimentales.

3. Describir las caracteristicas morfolégicas histoldgicas entre los grupos de control y los

grupos experimentales.
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Capitulo V

MATERIALES Y METODOS.

Disefio de estudio: Ensayo clinico controlado con animales de experimentacion
de laboratorio (modelo murino), prospectivo, longitudinal, analitico y comparativo.
Sujetos u objeto de investigacion: Ratas modelo Wistar.

Criterios de inclusion:

. Ratas de la cepa Wistar.

. Sexo masculino.

. Edad entre 3 y 6 meses.

. Peso entre 200 y 500 gramos.

Criterios de exclusion:

. Edad fuera del rango establecido
. Peso fuera del rango establecido
. Presencia de alteraciones de la marcha apreciables clinicamente de

cualquier indole (previo a la cirugia).

Criterios de eliminacion:

. Infeccion del sitio quirdrgico

. Enfermedad sistémica en cualquier momento a lo largo del tiempo del
estudio

. Presencia del fendmeno de la autotomia.

18



e Tamairio de la poblacion y fundamento del céalculo:

1. Ratas para el grupo control Sham, 6 ratas por este grupo.
2. Ratas para el grupo control de axonotmesis, 6 ratas para este grupo.
3. Ratas para el grupo de axonotmesis con intervencién de FibroquelMR

directa en el sitio de la lesion solo 1 dosis (experimental 1), 6 ratas para este grupo.

4. Ratas para el grupo de axonotmesis con intervencion de Fibroquel“R
intramuscular 1 vez por semana durante 8 semanas (experimental 2), 6 ratas para

este grupo.

Fases del estudio:

1. Busqueda del nervio ciatico en el modelo murino y realizacion de la lesion de
axonotmesis y cierre del procedimiento.

2. Aplicacion y seguimiento del tratamiento con FibroquelMR de forma directa en la
lesion y de forma intramuscular en el modelo murino.

3. Evaluacién de la funcionalidad de los grupos experimentales mediante la
aplicacién del IFC.

4. Sacrificio y toma de muestra del nervio lesionado para evaluacion de los grupos

de estudio mediante un analisis morfolégico.
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Fase 1: Busqueda del nervio ciatico en el modelo murino y realizacion de la lesion

de axonotmesis y cierre del procedimiento.

Todas las cirugias fueron realizadas por el mismo cirujano. Los animales de
experimentacion se colocaron en una mesa quirdrgica y se anestesiaron por via
intraperitoneal con ketamina (90 mg/Kg) y xilacina (10 mg/Kg), se procedio a la tricotomia
de la region inguinal derecha y la regidén posterior del muslo; las ratas se colocaron en
una malla térmica para mantenerlas a 38 °C. Posterior a esto, se realizd asepsia y
antisepsia con isodine durante 10 minutos en estas mismas regiones y se procedié con

técnica quirdrgica esteéril.

Se realiz6 una incision de 2 cms en sentido craneo-caudal en la region posterior del
muslo, a la mitad de la distancia entre la cabeza femoral y el isquion de la extremidad
posterior derecha de la rata, siguiendo el eje longitudinal del fémur. Después de disecar
el tejido celular subcutédneo, se procedid a la identificacion de los masculos glateos e
isquiotibiales, para realizar su diseccion de forma roma y exponer el nervio ciético en el

trayecto correspondiente al tamafio de la incision.

En el grupo Sham (n=6) una vez identificado el nervio se movilizé un poco y se dejo en
su lugar, para posteriormente cerrar la herida con sutura Nylon de 10.0, esto con la
finalidad de someter lo mas semejante posible a este grupo a el procedimiento que se

realiz6é en los otros sin la necesidad de la variable de intervencion.

Una vez identificado el nervio ciatico en el grupo control de axonotmesis (n=6), el grupo
experimental 1 (n=6), y el grupo experimental 2 (n=6) se realiz6 una lesion por

aplastamiento de acuerdo con el método descrito por De Koning et al. para replicar la
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lesion de tipo 3 de Sunderland o de tipo axonotmesis (12). El nervio ciatico derecho de
las ratas de los tres grupos, una vez cuidadosamente expuesto se aplastd durante
exactamente 30 s en un punto inmediatamente distal de donde emerge por debajo del
gliteo mayor utilizando unas pinzas hemostaticas dentadas. Una vez realizada la
compresion en los 3 grupos, se dejo el nervio en su lugar y se realizo el cierre de la herida

con sutura Nylon de 10.0.

Fase 2: Aplicacién y seguimiento del tratamiento en el modelo murino con

FibroquelR de forma directa en la lesién o de forma intramuscular.

Con la lesibn de compresion una vez realizada en el grupo experimental 1 se
administraron de forma directa 0.2 ml de FibroquelR (debido a que como la lesién es
menor a 5 cm en su longitud se suele aplicar esta cantidad establecida), una vez aplicada
se procedi6é a cerrar la herida, esta aplicaciéon del FibroquelVR de forma directa fue de
dosis Unica en todo el estudio, posteriormente se les dio un seguimiento de 8 semanas

para solo ser evaluada mediante el IFC como se explica mas adelante.

En el grupo experimental 2 una vez cerrada la herida se administraron 0.2 ml de
FibroguelMR (debido a que igual la lesién es menor de 5 cm de longitud) en ese mismo
dia de forma intramuscular con aguja de calibre fino (27-29), la aplicacion se realiz6 a 1
cm de la lesién con el uso de anestesia local. La aplicaciéon de FibroquelMR en este grupo
se consideré como el dia 1 de tratamiento, se dio un seguimiento en donde se administré
la misma cantidad de dosis en la misma zona a tratar de forma semanal (cada 7 dias)

hasta cumplir las 8 semanas, que es lo que usualmente cubre el tratamiento estandar en
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humanos. Se analizaron y se describen los cambios clinicos o efectos adversos que se

presentaron durante el tratamiento.

Fase 3: Evaluacion de la funcionalidad de los grupos mediante la aplicacion del

Indice de Funcién Ciatica.

El modelo de evaluacion del nervio ciatico en rata es un modelo animal extensamente
utilizado para la evaluacion de la funciéon nerviosa sensitiva y motora. El analisis de las
huellas de la marcha ha demostrado claramente una relacion directa entre la funcién
muscular de las extremidades posteriores de la rata y las medidas de la impresion de las
huellas entintadas (Figura 1). El andlisis de las huellas de la marcha mediante el indice
de Funcién Ciatica (IFC) ha probado ser un método confiable, respetable, econémico y
cuantitativo para la evaluacion de la funcion nerviosa posterior al dafio y reparacion del

nervio ciatico. (13)
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Figura 1. Ejemplo esquematico de la medicion del analisis de la marcha realizado sobre

el papel de las huellas entintadas de los animales de experimentacion.
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Se realizé una medicidon evolutiva durante 8 semanas. Se debid evaluar una vez por

semana la funcién ciatica de la siguiente forma:

A cada rata se le sumergieron los miembros posteriores en tinta no toxica y se les hizo
pasar por un tdnel obscuro de un extremo a otro sobre una hoja de papel blanca. Una
vez obtenidas las huellas se realizaron las siguientes mediciones milimétricas sobre la

hoja de papel:

e Longitud de la huella (PL): distancia del talén al dedo del medio.

e Longitud externa (TS): corresponde a la distancia de la separacion total de los
dedos, es decir la distancia entre primer y el quinto dedo.

e Longitud interna (ITS): corresponde a la distancia intermedia de los dedos, es
decir a la distancia entre el segundo y el cuarto dedo.

e Distancia total al pie opuesto: distancia entre el punto mas anterior de una huella

con el punto mas anterior de la siguiente.

Estos valores fueron utilizados en la férmula matematica de Bain, Machinnon y Hunter

de 1989 para obtener el IFC de cada rata (Fig. 2).

El IFC es considerado una evaluaciéon general de la funcion nerviosa en las ratas, puesto
gue caminar requiere una reinervacion compleja de la unidad motora coordinada por

retroalimentacion sensitiva integrada en la corteza cerebral.
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C. Bain, Machinnon, and Hunter, 1989

EPI - - 2T —
Sy =389 BPL=NPL) .o  ETS-NTS) ., fBIT-NIT) ..
NPL NTS NIT

Figura 2. Férmula de C. Bain, Machinnon, and Hunter, 1989 para el indice de Funcion
Ciatica. EPL. Extremidad experimental. E: extremidad experimental. N: Extremidad no

experimental. Valor en mm.

Fase 4. Sacrificio y toma de muestra del nervio lesionado para evaluacion de los

grupos de estudio mediante un anélisis morfoldgico.

Sacrificio y manejo de cadaveres

Las ratas de los grupos de experimentacion fueron sacrificadas posterior a un periodo
de 8 semanas, mediante inhalacién de CO2 emitido por un cilindro de gas comprimido en
una camara cerrada, el cual es el recomendado para estas especies segun la regulacion
nacional e internacional. Posterior a esto, se realiz6 una doble verificacion mediante una
dislocacion craneo cervical manual. La comprobacion de muerte se realiz6 de manera
triple, al confirmar mediante observacion de cinco minutos la ausencia de respiracion,
pulso y movimiento. Los cadaveres de los animales se recolectaron y se colocaron en

bolsas amarillas para su desecho, siguiendo lo establecido en la NOM-087-ECOL-1995.
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Toma de muestra del nervio lesionado y analisis morfoldgico

Después del sacrificio de los animales de laboratorio se procedié a tomar una muestra
del segmento de nervio ciatico afectado en el sitio de intervencién tanto en los grupos
control como en los grupos experimentales. Las muestras se fijaron en formaldehido al
10% en PBS 1X por 24 h. Posteriormente, se post-fijaron en glutaraldehido al 2.5% en
buffer de cacodilatos durante 24 h y se aplicd la técnica histologica convencional,

finalmente todas muestras se incluyeron en bloques de parafina.

Mediante el uso de un microtomo se obtuvieron cortes histologicos longitudinales
enfocandose en el sitio de la lesion para visualizar posible fibrosis nerviosa, cambios
celulares, alteracion en la lamina externa nerviosa, vaina de mielina y axones de las
muestras de los grupos de estudio. Los cortes se analizaron mediante un microscopio de
campo claro Nikon Eclipse 50i a aumentos de 10x y 40x, y un sistema de andlisis de
imagen con el software NISPAG. 86 elements advanced research Digital Sight dDS-2Mu
y el programa Image J, version 1.51 (National Institutes of Health). El andlisis morfologico
fue realizado por Doctores especialistas en Morfologia del Departamento de Histologia

de la Facultad de Medicina, UANL.

Se realizaron las tinciones histoldgicas de Hematoxilina-Eosina (HyE) para la evolucién
general del sitio de interés, asi como el Tricromico de Masson (TMS) para el analisis de
fibrosis y cambios del parénquima nervioso y del tejido conectivo en las diversas
envolturas del nervio. También se realizo la técnica histoquimica del Acido Periédico de

Shiff (PAS) para evaluar la integridad de la lamina externa presente en el endoneuro.
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Ademas, se empleod la técnica histoquimica de Kliver-Barrera (KV) especifica para la
identificacion de las valinas de mielina y la impregnaciéon argéntica de Marsland-Gless-

Erikson (MGE) que permite analizar el trayecto axonal.

Lugar de Referencia

El presente trabajo se realiz6 en el Servicio de Cirugia Plastica, Estética y Reconstructiva
del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, asi como en el &rea de

Histotecnologia del Departamento de Histologia de la Facultad de Medicina de la UANL.

Célculo del andlisis de la muestra

Se realiz6 un calculo de tamafio de muestra por medio de una férmula de estimacion de
media en dos poblaciones, considerando la presencia de 2.57 + 0.71 adhesiones en el
grupo control, una reduccion a 0.71 £ 0.49 en el que se realizo la intervencion, un poder
de 95% y un nivel de significancia a dos colas de 0.05, se requieren al menos 4 rata por
grupo. Considerando una pérdida del 20%, se requieren al menos 6 ratas por grupo, en

total 24 en el estudio.
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ESTIMACION DE MEDIA EN DOS POBLACIONES

K(o)' +02")
”:—

2
(t—p2)°
valor K 14 196 12.0988
sigma 1 0.79 0.6241 0.2642 n=[3.4971673
sigma 2 0.49 0.2401
valor pl 2.57 3.4596
valor p2 0.71

Figura 3. Estimacion de media en dos poblaciones.
o1= desviacién estandar de la poblacién 1.

02= desviacién estandar de la poblacién 2.

U1 =Media del grupo 1.

U2 =Media del grupo 2.

K= Constante K determinada por valores de za'y z(.

Plan de anédlisis

En la estadistica descriptiva se reportan frecuencias y porcentajes para variables
categoricas. Para las variables cuantitativas se reportan medidas de tendencia central y
dispersion (media/mediana; desviacidén estandar/rango intercuartil), previa valoracion de

la distribucién de las variables por medio de la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Se comparan variables categoéricas por medio de la prueba de Chi cuadrado de Pearson
0 test exacto de Fisher. Para las variables cuantitativas se comparan grupos por medio
de las pruebas de ANOVA de un factor o Kruskall-Wallis. Se compara el antes y después

de los grupos con la prueba de Friedman o ANOVA para muestras relacionadas.
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Se considera un valor de P < 0.05 y un intervalo de confianza al 95% como

estadisticamente significativo. Se utiliz el paquete estadistico SPSS version 25.

Poder
Nivel significacion Nivel significacion
dos colas 50% | 80% | 90% | 95% una cola
0.1 27 6.2 8.6 10.8 0.05
0.05 3.8 79 10.5 13.0 0.025
0025 54 10.0 13.0 158 0.01
0.01 6.6 11.7 149 178 0.005

Figura 4. Paquete estadistico SPSS version 25, con valores de K.

Analisis estadistico

Fue realizado utilizando el programa computacional SPSS (Version 19.00) para Windows
XP (SPSS, Chicago, IL). Se realiz6 un analisis descriptivo de las variables cualitativas
(frecuencia, porcentaje, graficos de barra y de pastel), asi como de las variables
cuantitativas (medidas de tendencia central y dispersion e histogramas). Las
comparaciones entre los grupos, de los resultados del IFC y los resultados del andlisis
densitométrico sobre los cortes histoldgicos fueron realizadas utilizando pruebas para
datos paramétricos (ANOVA vy t-Student de dos colas para variables independientes),
para determinar la significancia de las diferencias, considerando significativo un valor de

p <0.05.

Consideraciones éticas
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El presente protocolo de investigacion fue aprobado por el comité de Etica en
Investigacion, Comité de Investigacion, Comité de Bioseguridad y CICUAL de la Facultad
de Medicina de la UANL. Las ratas fueron manejadas de acuerdo con las regulaciones
internacionales vigentes y a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) para el
manejo de animales de experimentacion. No existid ningun tipo de conflicto de intereses

por la realizacion del presente estudio

Los animales fueron conservados en jaulas estandar, con un ciclo constante de luz y
oscuridad de 12 h. La comida y el acceso al agua fue ad libitum. La temperatura y la

humedad se mantuvieron en un nivel constante (22°C y 60%, respectivamente).

Vi
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RESULTADOS.

ANALISIS HISTOLOGICO
El FibroquelVR reduce las alteraciones histoldgicas de la LNP.

En el analisis histologico de las muestras de los grupos de estudio empleando la tincion
de HyE se observé una morfologia normal en el grupo | (Sham): tractos nerviosos de
tincion palida acidofila con organizacion paralela y en sentido zig-zag caracteristico para
esta estructura, también se observan los nédulos de Ranvier y los nucleos ahusados y
basdfilos de las células de Schwann. Las envolturas de tejido conectivo y vasos
sanguineos del epineuro, perineuro y endoneuro no mostraron alteraciones (Fig. 5 Ay

B).

En el grupo control de axonotmesis (grupo Il) se observaron alteraciones derivadas de la
lesion nerviosa: engrosamiento del epineuro y dilatacion de los vasos, en los tractos
nerviosos se observa interrupcion del trayecto con signos de fibrosis, es esta zona se
observa abundante tejido conectivo denso de forma irregular entre los fasciculos.
También se observan areas de axones desorganizados con espacios entre ellos, ademas

de zonas de adelgazamiento en el nervio con (Fig. 5 C y D).

De manera interesante en los grupos tratados con FibroguelMR se observan disminucién
de las alteraciones histologicas previamente descritas. El grupo Il (axonotmesis +
FibroquelR directo) muestra mejora en la organizacién de los tractos nerviosos,

recuperacion del patrén zig-zag caracteristico, ademas de disminucion de las areas con
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fibrosis. Sin embargo, permanecen algunas éareas con pérdida de la mielina y

adelgazamiento del nervio en este grupo (Fig. 5 Ey F).

Por otra parte, en el grupo IV (axonotmesis + FibroquelVR intramuscular) se observa una
mejor organizacion de los tractos nerviosos comparado con los grupos Il y Il y con una
histologia muy similar al grupo | Sham. En este grupo destaca la ausencia de fibrosis, y
grosor del nervio similar al grupo control I, aunque permanecen escasas zonas con

pérdida de mielina en los axones (Fig. 5 G y H).
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Figura 5. El Fibroquel™R reduce las alteraciones histolégicas de la LNP. Cortes
histol6gicos de los grupos de estudio. Epineuro (flechas negras), vasos sanguineos
(flechas rojas), tractos nerviosos con mielina (flecha naranja), nodo de Ranvier (flecha
verde), células de Schwann (flecha azul), zonas de lesién con pérdida de mielina (flechas
amarillas), reduccién de grosor del nervio (flecha morada), areas de fibrosis (flechas
blancas). Note la reduccion de las alteraciones en los grupos tratados con FibroquelR,

HyE. Escalas: 200 um y 100 pm.

HyE

[<]

- E]

100 pm
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El tratamiento con FibroquelMR disminuye la fibrosis intraneural en la LNP.

Con la tincion de TMS, especifica para la identificacion de los componentes del tejido
conectivo y parénquima del nervio periférico, en cada uno de los grupos de este estudio
se observaron los siguientes resultados. El grupo | mostré haces de fibras de colageno
en color azul en el endomisio, perimisio y endomisio de organizacion normal (Fig. 6 Ay

B).

En el grupo control de axonotmesis (grupo Il) se observan signos francos de fibrosis
intraneural en el sitio de lesion: abundantes fibras de coldgeno en el epineuro, perineuro
y endoneuro con interrupcién del trayecto axonal, ademas de dilatacion de los vasos

sanguineos (Fig. 6 C y D).

En los grupos experimentales Il y IV se corrobora lo observado en la tincién con HyE:
disminucién de las areas con fibrosis y una mejor organizacion de los axones. Cabe
destacar que en el grupo IV no se observan signos de fibrosis con un arreglo normal de

las envolturas del nervio y entre los axones (Fig. 6 E-H).

El FibroquelR mejora la organizacién de la lamina externa nerviosa.

Un aspecto importante en la regeneracion nerviosa es la integridad de la lamina externa
gue reviste a las células de Schwann, y que junto con las fibras de colageno tipo IlI
forman parte del endoneuro. Esta membrana basal permite la migraciéon de las células
nerviosas para facilitar la reconexion axonal, por lo que el analizar su continuidad con la
histoquimica de PAS (que identifica en color magenta los polisacaridos complejos de la

lamina Itcida), proporciona informacién sobre la morfologia normal del endoneuro.
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En el analisis de las muestras del grupo | (Sham) se observa el aspecto lineal, continuo
y sin alteraciones entre los axones de los tractos nerviosos de tincion palida (Fig. 7 Ay

B).

Contrario al grupo |, el grupo Il mostré alteraciones importantes en la ldmina externa: se
observan extensas areas con fragmentacion y pérdida de la continuidad de esta

membrana entre los axones desorganizados (Fig. 7 Cy D).

En contraste, los grupos experimentales Il y IV, tratados con FibroguelR muestran un
mejor aspecto lineal y continuo de esta envoltura, siendo mayor su recuperacioéon en el
grupo IV y con aspecto similar al del grupo | (Fig. 7 E-H). Estos resultados sugieren un

mejor funcionamiento en la conduccion nerviosa.
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Figura 6. El tratamiento con FibroquelVR disminuye la fibrosis en la LNP. Cortes
histologicos de los grupos de estudio. Epineuro (flechas negras), fibras de colageno
(flechas azules), vasos sanguineos (flechas rojas), células de Schwann (flecha blanca),
zonas de lesiéon (flechas amarillas). Destaca la fibrosis intraneural en el grupo 2 y la
reduccién de esta en los grupos tratados con FibroquelMR, TMS. Escalas: 200 um y 100

pm.
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Figura 7. El FibroquelMR mejora la LNP. Cortes histolégicos de nervio periférico de los
grupos de estudio. Lamina externa (flechas rosas), zonas de lesion (flechas azules).
Observe la fragmentacion y discontinuidad de esta membrana basal en el grupo 2, y la
mayor organizacion en los grupos 3y 4 tratados con FibroquelMR, PAS. Escalas: 200 um

y 100 um.
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La administracién de FibroquelMR induce la remielinizacién axonal en la LNP.

En este estudio también se empled la histoquimica de Azul Luxol o de Kliver-Barrera,
este método permite identificar de manera especifica la vaina de mielina que reviste los
axones, por lo que la ausencia en la coloracion azul evidencia las zonas de
desmielinizacién o dafio a esta envoltura. Esta técnica permitié corroborar los resultados

previamente observados en los grupos de estudio.

El grupo | muestra una coloracion normal y uniforme de los tractos nerviosos, en los
cuales también es posible observar los nodos de Ranvier, entre los axones se identifican

los nucleos oscuros de las células de Schwann (Fig. 8 Ay B).

En el grupo control de axonotmesis (grupo Il) se observaron las alteraciones descritas
previamente: extensas areas de interrupcion de los fasciculos nerviosos derivadas de la
lesion, zonas con axones desorganizados, con signos de desmielinizacion y espacios

entre ellos, ademas de cambios en el diametro del nervio (Fig. 8 Cy D).

De la misma manera, en los grupos tratados con FibroguelMR se observa disminucién de
las alteraciones en la vaina de mielina. En el grupo Ill, ademas de la mejora en la
organizacion de los tractos nerviosos, se observa recuperacion del patron zig-zag y
mayores areas de positividad, comparado con el grupo Il. Sin embargo, permanecen
algunas areas con pérdida de la mielina (Fig. 8 E y F). Interesantemente el grupo IV
muestra mejor organizaciéon de los tractos nerviosos y con mayor tincién que los grupos
II'y lll, destacando la positividad cercana a la observada en el grupo |, aunque

permanecen escasas zonas con pérdida de mielina en los axones (Fig. 8 G y H). Estos
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resultados demuestran una remielinizacion en la lesion inducida de forma experimental

en este modelo murino.
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Figura 8. El FibroquelMR induce remielinizacién en la LNP. Cortes histol6gicos de los
grupos de estudio. Epineuro (flechas negras), haces nerviosos con mielina (flechas
naranjas), células de Schwann (flechas verdes), zonas de desmielinizacion (flechas
amarillas), fibrosis intraneural (flechas rojas). Destaca mayor presencia de mielina en los

grupos 3y 4 comparados con el grupo 2. KV. Escalas: 200 um y 100 pm.
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El FibroguelMR induce la reorganizacién axonal en la LNP.

Finalmente, en este estudio se utilizé la impregnacién argéntica de MGE, la cual destaca
los axones debido a los neurofilamentos que son afines a la plata (argiréfilos). La
apariencia café oscura de los axones permite analizar su trayecto en los fasciculos
nerviosos y su posible alteracion. Con este método se confirmaron los resultados

previamente observados en los grupos de estudio.

ANALISIS DE LA MARCHA

Caracteristicas basales

Se analizaron un total de 24 ratas divididas en 4 grupos. La distancia Pie-Pie media al
inicio del estudio fue de 69.6 mm (x17.75) para el grupo Sham, 58.17mm (+12.12) para
el grupo de Axonotmesis control, 61.67mm (£9.31) para el grupo con aplicacién directa

de Fibroquel y 48.7mm (x14.51) para el grupo con aplicacion intramuscular de Fibroquel.

Las mediciones del IFC medias fueron de -12.51 (£7.58) para el grupo Sham, -10.11
(x12.06) para el grupo de Axonotmesis control, -11.01 (x11.27) para el grupo de
aplicacién directa de Fibroquel y -18.13 (+12.63) para el grupo de aplicacion

intramuscular de Fibroquel. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.

Se encontraron diferencias significativas en la medicion del NPL (Kruskal-Wallis p =

0.013). El analisis post-hoc por medio de la prueba de Dunn mostrd que la diferencia se
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encontraba entre el grupo control y el grupo de aplicacion directa de Fibroquel (Dunn p

= 0.014). La descripcién completa de las mediciones se encuentra en la [Tabla 1].

En el andlisis de los datos entre los grupos Control (Sham + Axonotmesis control) e
Intervencion (Fibroquel directo + Fibroquel intramuscular) se encontraron diferencias

significativas entre ambos grupos en las mediciones de EPL (U de Mann-Whitney p =

0.029) y NPL (U de Mann-Whitney p = 0.005)

Tabla 1. Caracteristicas basales

sham MO Meds invamusedar P
Basal
EPL 202 (2.48)  27.83(3.87)  31.33(1.03)  29.83(3.31)  0.082
ETS 19.0 (1.26)  18.83(1.72)  20.33(2.07) 18.0 (2.19) 0.222
EIT 10.2 (0.75) 10.5 (1.52) 12.17 (2.14) 9.67 (0.82) 0.144
NPL 28.0 (1.10) 28.5 (1.22) 31.17 (2.48)  29.17(0.98)  0.013
NTS 19.2(0.98)  19.17(1.83)  20.67(1.86)  19.33(1.75)  0.449
NIT 11.0 (0.63) 11.5 (2.07) 12.5 (1.38) 11.0 (2.28) 0.322
E;ng?eda 69.6 (17.75)  58.17 (12.12)  61.67 (9.31)  47.8(1451)  0.127
IFC 1251 (7.58) -10.11 (12.06) -11.01(11.27) -18.13(12.63) 0.775

Los resultados se muestran como Media (Desviacion Estandar)
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Caracteristicas finales

La distancia Pie-Pie media a las 8 semanas fue de 50.5 mm (£25.21) para el grupo Sham,
65.5mm (x15.74) para el grupo de Axonotmesis control, 65.5mm (+6.8) para el grupo con
aplicacion directa de Fibroquel y 58.83mm (£11.79) para el grupo con aplicacion

intramuscular de Fibroguel. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos

Las mediciones del IFC medias fueron de -9.79 (x4.85) para el grupo Sham, -10.55 (+4.5)
para el grupo de Axonotmesis control, -7.16 (+4.67) para el grupo de aplicacion directa
de Fibroquel y -11.03 (+5.83) para el grupo de aplicacion intramuscular de Fibroquel. No
se encontraron diferencias significativas entre los grupos. La descripcién completa de las

mediciones se encuentra en la [Tabla 2].

En el andlisis de los datos entre los grupos Control (Sham + Axonotmesis control) e

Intervencion (Fibroquel directo + Fibroquel intramuscular) no se encontraron diferencias

significativas entre ambos grupos.
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Tabla 2. Caracteristicas finales

sham  MCOIT Tdtecs invamueedar P
Semana 8
EPL 26.5(13.03)  30.83(0.75)  31.33(0.82)  31.67(1.37)  0.669
ETS 18.83 (9.34)  21.33 (1.51) 22.83(1.6)  22.17(0.98)  0.298
EIT 10.0 (4.9) 10.0 (0.52) 11.5 (1.05) 11.5 (0.55) 0.052
NPL 26.5(13.02)  30.5(0.98) 315(0.55)  31.83(1.83)  0.642
NTS 19.33 (9.48)  21.5(1.05) 22.5 (1.38) 22.5 (1.05) 0.259
NIT 9.33(4.68)  11.17(1.33)  11.67(1.03)  12.33(0.82)  0.192
B;Zf?,’i‘gia 50.5 (25.21)  65.5 (15.74) 65.5 (6.8) 58.83 (11.79)  0.406
IFC 9.79 (4.85)  -10.55 (4.5) 7.16 (4.67)  -11.03(5.83)  0.670

Los resultados se muestran como Media (Desviacion Estandar)

Comparacion final - basal

En la comparacion entre los resultados basales contra los resultados al término de las 8
semanas no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el grupo
Sham. Dentro del grupo de axonotmesis control se encontraron diferencias significativas
entre las mediciones finales y basales de EPL (Wilcoxon p = 0.039), ETS (Wilcoxon p =
0.044) y NPL (Wilcoxon p = 0.023). En el grupo de aplicacion directa de Fibroquel se
encontraron diferencias significativas entre las mediciones de ETS (Wilcoxon p = 0.042).
En el grupo de aplicacion intramuscular de Fibroquel se encontraron diferencias
significativas entre las mediciones de ETS (Wilcoxon p = 0.027), EIT (Wilcoxon p =

0.041), NPL (Wilcoxon p = 0.024) y NTS (Wilcoxon p = 0.027)
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En el andlisis por grupo de Control e Intervencidn se encontraron diferencias
significativas dentro del grupo de control entre las mediciones de EPL (Wilcoxon p =
0.049), ETS (Wilcoxon p = 0.040) y NPL Wilcoxon p = 0.032). Dentro del grupo
intervencidn se encontraron diferencias significativas en las mediciones de ETS

(Wilcoxon p = 0.003), NPL (Wilcoxon p = 0.037) y NTS (Wilcoxon p = 0.006).
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Capitulo VI

DISCUSION

Como ya se menciond, el aumento de la respuesta fibrosante perineural durante el
proceso de cicatrizacion es un factor que limita la recuperacion funcional éptima tras la
lesion nerviosa (5). Existen multiples reportes que evidencian los factores benéficos que
aporta la CLG-PVP dentro de los procesos de recuperacion y cicatrizacion tras
intervenciones quirdrgicas. No obstante, los modelos que evallen la efectividad de la

CLG-PVP en la funcién motora del nervio ciatico son muy escasos.

Como se pudo observar en el analisis de la marcha, dentro del grupo que recibio
aplicacion de Fibroquel existe un alargamiento significativo en el tamafio de la huella
tanto en el lado correspondiente con la lesién del nervio ciatico como en el lado sin
intervencion. Esto pudiera llevar a pensar en mecanismos compensatorios involucrando
en la redistribucién de las cargas, asegurando asi la estabilidad de la marcha. Se ha
encontrado en otros modelos animales que hay un cambio de la distribucién de las cargas
gue consisten en la descarga de la extremidad afectada y desplazamiento del centro de
masa hacia el lado contralateral y craneocaudalmente hacia el lado opuesto a la

extremidad afectada (14).

Resulta interesante que la aplicacion de Fibroquel de forma intramuscular a lo largo del

periodo de estudio resultd en un mayor numero de diferencias significativas en
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comparacion con la aplicacion directa de Fibroquel al momento de la lesion. Esto se ve
respaldado por el analisis histologico de la organizacion axonal nerviosa. Al proporcionar
resultados organizacionales que asemejan en gran medida a la organizacion axonal
nerviosa sana, nos brinda una oportunidad para la creacion de nuevos esquemas

teraputicos asi como la complementarizacion de los esquemas ya utilizados.

Estos resultados del analisis histologico concuerdan con estudios previos realizados en
donde se ha visto que el uso de hidrogeles de colageno reduce todos los cambios
histoldgicos inducidos por la lesion del nervio y mostraron mas semejanza con el nervio
ciatico normal, con fibras bien dispuestas y vaina de mielina intacta (15). Nuestros
resultados histolégicos de la mejora de conduccién nerviosa dentro del grupo de
intervencién con Fibroguel son congruentes con los anteriormente reportado en la
literatura, en donde se ha visto que el uso de matrices de colageno exhibi6 latencias de
inicio y amplitudes de conduccion nerviosa similares a las de los controles contralaterales

y el autoinjerto (16).

Una de las fortalezas que posee este estudio es que el modelo utilizado proporciona un
sistema factible para estudiar la regeneracion de axones, la remielinizacion y la

recuperacion funcional asociada con lesiones nerviosas periféricas.

No obstante, nuestro modelo posee limitaciones. La determinacién precisa de cada una

de las mediciones, al ser observador-dependiente, corresponde con una posible fuente

de sesgo. Asi mismo, las técnicas para la obtencién de las impresiones representan un

46



obstaculo para la obtencion de mediciones constantes y replicables. Esto se debe en
gran medida a que, a pesar de que las ratas estaban acostumbradas al procedimiento,
existe una gran variabilidad en la forma en la que se comienza la marcha, asi como en

la forma en la que la misma va tomando lugar a lo largo del segmento de papel.
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Capitulo VI

CONCLUSION.

Es necesaria la creacion de métodos que permitan el analisis sistematizado de la marcha
en este tipo de modelos, asi como la implementacion de métodos que no dependan
completamente del criterio de un evaluador para la cuantificacion de los parametros.
Asimismo es importante la creacidon de modelos que evallen otros parametros de la
marcha como la distribucion de cargas, asi como la implementacién de otros agentes
gue ayuden a la reparacion axonal nerviosa periférica. Otro aspecto fundamental que se
debe estudiar es el tiempo en el que se logra una regeneracién axonal periférica que se

traduzca en mejoras clinicamente significativas.
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