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JUSTIFICACION

En la presente tesis se abordan las bases para un futuro estudio de la
cuantificacion de la selectividad en la reinervacion sensitiva mediante técnicas
neuroanatdmicas de marcaje retrogrado con trazadores fluorescentes.

Se ha llevado a cabo una comparacion entre diferentes trazadores, se ha
estudiado la posible somatotopia en los ganglios lumbares de las areas sensitivas
escogidas para e estudio y se han anaizado los diferentes inconvenientes de la
combinacion de los tres trazadores fluorescentes estudiados para la cuantificacion de la
regeneracion.

La mayoria de estos resultados han sido ya publicados, habiéndose enviado al
Journal of Neuroscience Methods el articulo que sistematiza los diferentes problemas de
las combinaciones de trazadores al usarlos en un nervio lesionado, del cual se presenta
su version preliminar. La conexion tematica entre las diferentes publicaciones se
encuentra en el apartado Objetivos.

En la redaccion del resumen de la presente tesis, se ha primado el presentar un
texto sintético en todos sus apartados que sirviese de vinculo de conexion entre los
diferentes articulos, en los que cada temética en particular, asi como la bibliografia
relevante, estan desarrolladas con mayor extension. Sin embargo, las primeras
estimaciones preliminares sobre la selectividad en la reinervacion de ramas nerviosas y
areas distales se han desarrollado aqui con mayor detalle que € resto de apartados por
no haberse preparado todavia en el formato de articul os para su publicacion.

Como se comprobard, los diferentes experimentos comparten unos métodos en
comun (inyecciones subcutaneas, inyecciones en nervios 'y aplicacion de trazadores en
capsula en extremos seccionados de nervios, asi como las perfusiones, procesamiento de
las secciones histolégicas, microscopia y reconstrucciones tridimensionales). Esos
aspectos han sido agrupados en el apartado material y métodos, mientras que las
diferentes secuencias metodoldgicas de cada disefio particular para un objetivo
determinado se enumeran a final de ese apartado.






Introduccion 1

1. INTRODUCCION

1.1 Lesion nerviosa periférica

De lesionarse un nervio periférico, € fragmento del axén distal a la lesion
degenera mientras que e proximal puede elongarse s la estructura conectiva y de
células de Schwann del nervio se ha preservado. La recuperacion funcional de una
lesion del nervio requiere sin embargo € restablecimiento de conexiones entre las
neuronas 'y las células diana apropiadas. Uno de los principales problemas recae en que,
a pesar de que los 6rganos diana hayan sido reinervados por axones regenerativos, la
reconexion neurona-célula diana puede ser errénea, impidiendo un adecuado control
funcional de la actividad del 6rgano. El tipo y lalocalizacion de lalesion y laforma de
reparacion influyen en la calidad de la recuperacion. La reinervacion resulta més
apropiada después de lesiones compresivas que de seccidn del nervio, debido a que, en
el primer caso, la l&mina basal de los tubos endoneurales de las fibras nerviosas
permanece intacta y los axones en crecimiento son guiados a sus dianas periféricas
originales (Thomas, 1989), mientras que en la seccion se produce la discontinuidad de
los tubos endoneurales y las cubiertas conectivas del nervio. Después de una seccion
nerviosa la regeneracion de axones somaéticos es generalmente inapropiada, excepto en
animales jovenes, resultando en disfunciones motoras y de localizacion sensoria
(Fawcet y Keynes, 1990; Summer, 1990).

1.2 Uso de trazadores para estudios de regeneracion
selectiva

La tendencia de los axones a reinervar preferentemente sus destinos originales,
elongandose a través de las ramas nerviosas adecuadas se ha venido demostrando a
través de diferentes procedimientos que incluyen el uso de trazadores nerviosos, es
decir, sustancias que, aplicadas en la zona de estudio, son interiorizadas por las
terminaciones nerviosas que la inervan y transportadas hacia los somas
correspondientes. Los trazadores se subdividen basicamente en enziméticos, los cuales
requieren un posterior procesamiento histoquimico, y fluorescentes, que se pueden
visualizar directamente en € tegjido fijado y también después de la criomicrotomia de la
piezay del correspondiente montgje sobre el portaobjetos.

Mediante € trazador enzimético peroxidasa (HRP) se ha evidenciado
cuantitativamente que, a unir la rama motora proximal del nervio femoral a las ramas
distales motora y sensitiva mediante una conexion de silicona “en Y”, existia un mayor
nimero de motoneuronas regenerando hacia la rama motora (Brushart y Seiler, 1987).
Sin embargo, estudios topograficos con e mismo enzima sefidlaron que la localizacién
en la médula espinal (Aldskogius et a, 1987) o en e nucleo de nervio facial
(Aldskogius y Thomander, 1986) de muchas de las neuronas que acababan reinervando
un territorio no se correspondia completamente con la topografia previa.

Posteriormente se iniciaron estudios de doble marcgje. Asi, se podia marcar la
poblacion original de neuronas que proyectaba a una determinada zona previamente a la
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lesson mediante un trazador y otro trazador podia marcar otra poblacion, la que
reinervaba el area de estudio pasado € periodo de regeneracion.

Para marcar distintas poblaciones neuronales, antes y después de la
regeneracion, se combind inicialmente HRP con alguin trazador fluorescente (Wigston y
Kennedy, 1987; Brushart, 1990, 1993), pero se continuaba precisando del
procesamiento histoquimico que requeria el HRP. La evolucién de ese modelo fue hacia
el uso exclusivo de distintos trazadores fluorescentes, por sus diferentes capacidades
para amacenarse en los citoplasmas 0 en los nicleos de las neuronas y presentar
diferencias cromaticas a ser observados a través de los distintos filtros en e
microscopio de fluorescencia. Algunas combinaciones de trazadores ensayadas incluyen
rodamina y fluoresceina acopladas a dextran-aminas (Fritzsch y Sonntag, 1991), pero
presentan €l inconveniente de que sdlo pueden aplicarse en nervios seccionados.
También se ha usado repetidamente Flurogold (FG) con Dil (Madison et al, 1996), o FB
(Popratiloff et al, 2001) pero se presenta € inconveniente de que no se pueden
visualizar através del mismo filtro (Harsh et al, 1991; Popratiloff et al, 2001).

En otros estudios se han utilizado trazadores que podian visualizarse bajo el
mismo tipo de iluminacion, en particular Fast Blue (FB) junto a Diamidino Yellow
(DY), por presentar una fluorescencia azul y amarilla, respectivamente, a iluminarse a
través del filtro ultravioleta, y concentrarse a su vez en diferentes partes de la célula, €l
citoplasma y e nucleo. Cuando se han realizado inyecciones intraoculares con FB y
DY, vaorando la reinervacion simpética del 0jo después de la seccion y reparacion del
nervio carotideo interno, se ha descrito una especificidad de hasta el 52% (Hendry et al,
1986). Inyectando uno de estos trazadores en una de las ramas del nervio ciético, el
nervio sural, y el segundo en otra rama, el nervio tibialis, al cabo de dos meses de una
seccién+resutura del nervio ciético, se ha determinado que hasta un 9.9% de las
neuronas se desvia a la nueva rama a regenerar (Molander y Aldskogius, 1992). El
nimero de fibras desviadas puede ser incluso mayor considerando que alin existen un
mayor nimero de ramas y que la inyeccion en nervios no puede garantizar que la
totalidad de las fibras entren en contacto con el trazador (Taylor et al, 1983). Si bien se
determind que hasta un 30% de motoneuronas pueden reinervar e &rea muscular
original, en este estudio no se compara € resultado con controles de re-inyeccion en la
misma zona (Rende et al, 1991).

Por otra parte, aunque existen algunos trabajos que analizan la posible toxicidad
de los trazadores (Honig y Hume, 1989; Garrett et a., 1991; St. John, 1991; Weiss y
Cobbett, 1992; Onifer et a., 1993; Dong et al., 1996; Novikova et al., 1997), no se han
encontrado andlisis especificos de su posible efecto en neuronas regenerantes.

Asimismo, ninguna de estas combinaciones se ha utilizado de forma especifica
para analizar lareinervacion sensitiva de los territorios mas distales. Si se desea abordar
su estudio, también seria preciso conocer con mayor detalle latopografia concretade las
neuronas que inervaban aquellos territorios.
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2. OBJETIVOS

El objetivo genera de latesis es la busqueda de una combinacion de trazadores
fluorescentes que permita cuantificar el porcentagje de regeneracion, asi como la
selectividad en la reinervacion sensitiva hacia territorios distales. S6lo cuando se
establezca un método sencillo para la cuantificacion de la regeneracion nerviosa se
podrén comparar adecuadamente las diferentes técnicas reparativas de nervios.

El modelo propuesto consiste en la aplicacion de un primer trazador nervioso en
el area de estudio, realizar unalesion y reparacion de un nervio y, pasado €l periodo de
regeneracion, aplicar un segundo trazador en la misma zona. La presencia de ambos
trazadores en las células nos indicaria cuales de €ellas han sido capaces de reinervar sus
destinos originales.

Las falanges distales de los dedos de los pies presentan la ventaja de ser una de
las zonas mas distales y localizadas en el cuerpo de la rata, contando con unos limites
naturales que reducen la difusiéon del trazador a zonas adyacentes y facilitan una nueva
aplicacion en e mismo lugar a cabo de unos meses, constituyendo un modelo
experimental que permite valorar una regeneracion atamente selectiva.  Debe tenerse
también en cuenta que, tan importante como cuantificar selectividad en la reinervacién
de las areas mas distales es detectar €l grado de desvio que se produce desde las
primeras bifurcaciones del nervio, por lo que extenderemos el estudio a la
cuantificacion de la regeneracidn en ramas nerviosas proximales.

Al escoger posibles trazadores para realizar € estudio, se decidié analizar
algunas de las combinaciones que permiten observarlos simultdneamente en los somas
neuronales, visualizando las preparaciones a través del mismo filtro.

De todo €llo se desprende la necesidad previa de realizar un estudio anatémico
de las zonas de estudio. El andisis tridimensional de la localizacion de las neuronas
marcadas permitira discernir la posible existencia de un patrén topogréfico de las neuronas
que proyectan alos dedos de los pies en los ganglios raquideos. El estudio de lainervacion
anatémica constituye la base para la valoracion posterior de la reinervacion, para detectar
posibles ateraciones en la topografia de las neuronas reinervantes respecto a la poblacion
original.

Puesto que & método se basa en la aplicacién de un trazador fluorescente en un
nervio 0 zona cutanea para marcar la poblacion original de neuronas que a él proyecta, y
en una posterior aplicacion de un segundo trazador, tres meses después de la sutura,
pasado €l periodo de reparacion, también es necesario € estudio de posibles
interacciones entre los trazadores aplicados. Asimismo, es preciso verificar la
posibilidad de que €l primer trazador permanezca disponible en el érea de aplicacion
para ser captado por nuevos axones regenerantes, procedentes de otras zonas y que se
hayan desviado erroneamente hacia €l érea de estudio. En ese caso, las neuronas
regenerantes aparecerian como fal samente pertenecientes a la poblacion original, puesto
gue contendrian también €l primer trazador. Finalmente, se trata de integrar todos estos
aspectos en experimentos de regeneracion.

De estas consideraciones se desprenden los objetivos concretos anatdmicos,
técnicos y de regeneracién, que se enumeran a continuacion:
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Obj etivos anatdémicos

- Descripcion de latopografia en los ganglios lumbares de:
-Los principales nervios de la extremidad posterior (articulo 1).
-Las falanges distales de los dedos de los pies (articul 0 2).
- Descripcion de lainervacion de las falanges distales de los dedos (articul o 3).

Objetivos técnicos

- Comprobacion de la eficacia del uso combinado de trazadores en nervios, comparando
la aplicacién mediante inyeccion y/o capsula (articul o 4).

- Comprobacion de la eficacia de su uso combinado en areas cutaneas (articulo 5).

- Comprobacion de su capacidad de permanencia en los somas durante meses, de la
posible alteracion de la neurona tanto para regenerar como para captar otros trazadores
y de la capacidad de neuronas regenerantes para captar trazadores (articulo 6, enviado
parasu publicacién a JNeurosci Meth).

- Verificacion de la posibilidad de que € primer trazador permanezca en el area de
aplicacion, pudiéndose captar varios meses después por axones regenerantes,
marcando neuronas que no pertenecerian a la poblacion original (en preparacion para
publicacion, apartados 3.10.2, 4.2.4 y 5.2.4 de la presente tesis)

- Objetivos de regeneracion (en preparacion para publicacion, apartados 3.10.3, 4.3 y
5.3 delapresente tesis)

- Cuantificacion de la selectividad en la reinervacion de ramas nerviosas después de la
primera bifurcacion del nervio ciético.

- Cuantificaciéon de la selectividad en la reinervacion de las falanges distales de los
dedos de los piesy de la colateralizacion desde nervios intactos adyacentes.

Los articulos que han servido de base a la presente tesis, y que se incluyen en el
ultimo apartado de la misma, corresponden a:

Articulo 1.- Puigdellivol-Sanchez A, Prats-Galino A, Ruano-Gil D, Molander C,
(1998a), Sciatic and femoral nerve sensory neurones occupy different
regions of the L4 dorsal root ganglion in the adult rat, Neuroci Lett, 251:
169-172.

Articulo 2.- Prats-Galino A, Puigdellivol-Sanchez A, Ruano-Gil D, Molander C, (1999),
The representations of hindlimb digitsin the rat dorsal root ganglia, J Comp
Neurol, 408:137-145.

Articulo 3.- Puigdellivol-Sanchez A, Prats-Galino A, Forcada-Calvet P, Molander C,
(2000a), The relative contribution of femoral and sciatic nerve branches to
the sensory innervation of the hindlimb digits in the rat, Anat Rec, 260:180-
188.

Articulo 4.- Puigdellivol-Sanchez A, Prats-Galino A, Ruano-Gil D, Molander C,
(2000b), Fast Blue and Diamidino Yellow as retrograde tracers in
peripheral nerves. efficacy of combined nerve injection and capsule
application to transected nervesin the adult rat, J Neuroci Methods, 95:103-
110.
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Articulo 5.-

Articulo 6.-

Puigdellivol-Sanchez A, Prats-Galino A, Ruano-Gil D, Molander C,
(1998b), Efficacy of the fluorescent dyes Fast Blue, Fluoro-Gold and
Diamidino Yellow for retrograde tracing to dorsal root ganglia after
subcutaneous injection, J Neuroci Methods, 86:7-16.

Puigdellivol-Sanchez A, Vaero-Cabré A, Prats-Galino A, Navarro X,
Molander C. On the use of fast blue, fluoro-gold and diamidino yellow for
retrograde tracing after peripheral nerve injury: uptake, fading, dye
interactions, and toxicity. (enviado a J Neurosci Methods)
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3. Material y Métodos

3.1 Animales experimentales

Doscientas ochenta y siete ratas adultas hembras, de pesos comprendidos entre 225
y 350 gramos fueron usadas en la presente tesis. Los animales se obtenian de Harlan
Interfauna Ibérica S.A., eran mantenidos en €l estabulario de la Facultad de Medicina de
laUniversidad de Barcelonay tratados de acuerdo con |os requisitos éticos del centro.

3.2 Anestesia

La anestesia se iniciadba con éer y se continuaba con inyecciones
intraperitoneales de hidrato de cloral a 6% en agua destilada (300 mg./Kg.) durante los
procedimientos quirdrgicos y la perfusion.

3.3 Trazadores

Se han usado |os trazadores fluorescentes Fast Blue (FB, Sigma), Fluorogold (FG,
Fluorochrome Inc.) y Diamidino Yelow (DY, EMS-Polyloy). Los trazadores se disolvian
en agua destilada (5% FB, 10% FG y 5% DY, segun los experimentos) y la mezcla se
agitaba en un rotor. La disolucién de FB se distribuia en diferentes vides que se
conservaban durante meses en € congelador a—20°. La disolucion de FG podia guardarse
durante meses en la nevera. Soliamos guardar DY en polvo en la nevera 'y preparar la
disolucién correspondiente e dia anterior a su uso, puesto que inmediatamente después de
su preparacion forma un precipitado que, dgado reposar durante un dia 'y tras una nueva
agitacion, acaba formando una disolucion homogénea.

3.4 Procedimientos

3.4.1 Inyeccion detrazadores en los dedos.

Los extremos de los dedos del pie de la extremidad posterior derecha fueron
inyectados subcuténeamente con 0.5-1.5 pl. de trazador mediante microjeringas Hamilton
de 10 pl., acopladas a agujas de 26 gauge para FB y FG, 0 a agujas de 25S gauge paraDY .
Se usaron microjeringas digtintas para los diferentes trazadores. El uso de una lupa
operatoria aseguraba un control optimo de la localizacion del extremo de la aguja en los
dedos, parainyectar € trazador en la parte central de la parte plantar del extremo distal de
dedo. En unos pocos casos se produjo extravasacion através del orificio de inyeccion. En
es0s casos € trazador fue aspirado de nuevo con la jeringay reinyectado, con la intencion
de obtener inyecciones de cantidades comparabl es entre los animales.

En los experimentos en que se realizo la inyeccion de un segundo trazador méas
adelante, se intento realizarla en el mismo lugar, intentando cubrir un &reaidénticaala
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de la primera inyeccion. En la mayoria de los casos se podian distinguir restos del
primer trazador por haber dejado éste una pequefia mancha amarillentaen la piel.

3.4.2 Aplicacion detrazadores en nervios.
Capsula.

Tras la diseccion y seccion del nervio ciatico en la parte media del muslo o del
nervio tibialis en la profundidad de la fosa poplitea o del nervio femoral,
inmediatamente distal a ligamento inguinal, se colocaba una pequefia torunda a fondo
y se introducia e extremo proxima del nervio en una capsula de polietileno,
conteniendo 1.5 ul. de trazador, asegurandose de que éste cubria por entero el extremo
seccionado del nervio. La cpsula se dgjaba asi durante 30 minutos. En caso de aplicarse
un segundo trazador, pasados los primeros 30 minutos se retiraba la primera capsula y
se aplicaba una segunda, a la que se afiadia @ segundo trazador y se dejaba en contacto
con €l nervio por otros 30 minutos. A continuacion se retiraba, se limpiaba el extremo
del nervio, seretirabalatorunday se cerrabalaherida.

Inyeccion.

En todos los casos se realizaron inyecciones en e nervio tibialis, disecado desde
un abordaje posterior, a través de la fosa poplitea. Se colocaba una pequefia torunda
debgjo del nervio, € cual se pinchaba unos 4 mm. distal a origen de las ramas de los
musculos gastrocnemius, si bien se introducia el extremo de la aguja a través del epi-
perineuro otros 3 mm. en direccion proximal y se aplicaba 1 ul. de trazador. La aguja se
mantenia en esta posicion unos segundos y se retiraba lentamente con la finalidad de
evitar una posible extravasacion del trazador.

3.4.3 Lesionesnerviosasy suturas.

Tras la exposicion del nervio ciatico, se procedia a su seccion mediante
microtijeras. Para la sucesiva sutura se utiliz6 monofilamento de 10-0, realizando dos
puntos.

En los experimentos en que se investigaban interacciones entre trazadores se
suturé €l nervio cidtico tras 30 minutos de exposicién de su extremo distal a los
trazadores. Se intentd6 mantener la alineacion de cada fasciculo con su correspondiente
en el extremo distal.

En el resto de los experimentos de regeneracion se procedia a preparar € primer
punto con anterioridad a la realizacién de la seccién, con tal de asegurar la alineacion
completa: El epi-perineuro se atravesaba en dos ocasiones en sentido préoximo-distal,
separadas por unos 2 mm., con la aguja del monofilamento, guardando un bucle entre
los pinchazos, através del que se introducian las microtijeras y se seccionaba el nervio.
Acto seguido se tensaba €l hilo, y se anudaba €l primer punto. EI segundo punto se
realizaba en el lado opuesto.
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3.5 Fijacion, seccion del tgido y microscopia de
fluorescencia

Como norma general, los animales se perfundieron cinco dias después de la
aplicacion final de trazador. Las ratas se reanestesiaron y se practicd una toracotomia.
Tras una inyeccion intracardiaca de 1000 Ul de heparinalkg. de peso, los animales se
perfundieron a través de la aorta ascendente con 100 ml. de suero saino a temperatura
ambiente, seguidos de 500-1000 ml. de paraformaldehido al 4% con sacarosa a 10% en
tampon fosfato 0.1 molar y pH=7.40, durante veinte minutos. Segun los experimentos se
extrgeron diferentes ganglios raquideos de los comprendidos entre L2-L6, asi como los
correspondientes  segmentos de la médula espind. Los niveles ganglionares se
reconocieron usando la linea imaginaria entre e limite superior de las crestas iliacas como
referencia para hallar en ganglio L5. Los correspondientes segmentos de la médula espina
se encontraban entre la parte caudal del nivel vertebral L2 y la parte rostral del nivel
vertebral de D11. Las piezas se postfijaban durante dos horas en la misma solucién de
fijacion y luego se cambiaban a una solucién de sacarosa d 15% en tampon fosfato, que se
guardaba a 4° hasta @ dia siguiente. Los ganglios se cortaban a criostato a 10, 16 o 30
uMm., segin se edtudiasen nervios, dedos o cuando no se esperaba marcge,
respectivamente; mientras que las médulas espinales se cortaban sempre a 30 um. Los
cortes se montaban en portas gelatinizados ad 5% y se montaban en una solucion
preservadora de la fluorescencia consistente en para-fenilen-diamina al 1% y suero salino
tamponado (PBS) a 10% en glicerina.

L as secciones se observaban a microscopio de fluorescencia Olympus Vanox, a
través de losfiltros ultraviol eta (espejo dicroico DM 400 y filtro de excitacion UG1, que
proporciona una excitacion de 365 nm. y una longitud de onda de emision de 420 nm.)
y € filtro violeta (espgjo dicroico de 455 nm. y filtro de excitacion BP 405, que
proporcionan longitudes de onda de 405 nm. de excitacion y 455 de emisién).

Habitualmente, en los ganglios lumbares las neuronas con un nucleo visible se
contaban en una de cada cinco secciones cuando se estudiaban los dedos de los piesy en
una de cada diez secciones cuando se contabilizaban las aferentes de los nervios. En la
médula espina las células fueron contabilizadas en una de cada dos secciones, cuando
se estudiaba el nervio femoral, y en una de cada cuatro, al estudiar €l nervio ciatico o
Sus ramas.

En cuatro casos lapiel de los dedosinyectadosy |as partes correspondientes del pie
fueron examinados mediante epifluorescencia directa para examinar la difuson del
trazador en €l lugar de inyeccion.

3.6 ldentificacion de las células

Las neuronas marcadas con FB muestran una intensa fluorescencia azul en el
citoplasma y generalmente también en €l nicleo. En cambio, €l marcgje del DY podia
diferir dependiendo de si el animal se prefundia a los pocos dias 0 a los meses de su
aplicacion. A los pocos dias, las neuronas marcadas con DY presentaban un amarillo
intenso en el nucleo y menos intenso en el citoplasma, mientras que pasados unos meses
aparecian unos intensos granulos amarillos concentrados en la periferia dd nicleo o
bien distribuidos uniformemente por e citoplasma, con un nicleo mas paido en
relacion a observable con periodos cortos de supervivencia. Las neuronas marcadas con
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FG presentaban un marcaje roséceo exclusivamente en el citoplasma a través de los
filtros ultravioletay de color marrén através del filtro violeta.

Las neuronas doble marcadas con FB y DY se identificaban mejor en el filtro
violeta, debido a que en € ultravioleta el DY es menos visualizable. Ya que € FB
puede también localizarse en € nulcleo, en ocasiones resultaba dificil identificar las
neuronas doble marcadas. En esos casos la identificacion se conseguia exponiendo las
secciones al filtro violeta durante medio minuto, hasta que el marcaje nuclear del FB
palidecia, dejando entrever més claramente el marcaje nuclear del DY, menos intenso,
pero mas resistente alaluz violeta que el FB. El marcgje citoplasmético del FB era aln
visible tras este procedimiento. En los casos en que €l DY se habia aplicado primero y
el FB pasados unos meses, algunas células presentaban una coloracion mixtay difusa de
FB y DY, tanto en € citoplasma como en €l nicleo.

Para identificar las neuronas doble marcadas con FG y DY era preciso € uso
conjunto de los filtros ultravioleta y violeta. Aunque € FG no se localizase en los
nucleos, € marcaje era frecuentemente tan intenso que tendia a ocultar laidentificacion
del marcaje nuclear del DY. En esos casos la presencia de DY podia confirmarse
cambiando al filtro violeta, donde el FG eramenos visible, haciendo evidentea DY .

En algunos casos se sospechd difusion hematdgena del trazador, al constatar que
todas las células ganglionares presentaban un marcaje muy paido de FB o FG. Sin
embargo, la diferencia en la intensidad del marcage entre esas células y las
retrogradamente marcadas era considerable y no causd ningun problema de
identificacion. EI DY no present6 en ninguin caso este tipo de difusion (ver imagenes en
color en articulos 3, 4y 5).

3.7 Contajes neuronalesy factores de correccion

Si bien en la mayoria de las publicaciones se presentan € total de células contadas
en las secciones seleccionadas, se realizaban estimaciones del nimero total de céulas
marcadas por ganglio aplicando la formula (c/s)*ts en que ¢ es e nimero contado de
perfiles neuronales, s es e nimero de secciones seleccionadas para € contgey tses d
nUmero total de secciones.

Para la serie de experimentos en que se contabilizaban las neuronas que
proyectaban a los dedos de los pies, se caculé un factor de correccion para nucleos
fraccionados en € corte seguin la férmulan(t/t+ D-2b), donde n es e nimero total estimado
de células previo alacorreccion, t es @ grosor de laseccion, D € diametro nuclear medio
y b laatura dd fragmento inmediatamente inferior a menor visible (Floderus, 1944). En
nuestro material consideramos 2b como € diametro del nicleo mas pequefio medido.
Después de medir 60 perfiles neuronales, e didmetro nuclear medio resulto ser de 11.05 +
2.32 um., y €l nicleo més pequeiio medido fue de 7.24 um. Asi, el factor de correccién
de Floderus se calcul 6 en 0.80.

Un segundo factor de correccion para células fraccionadas se calcul6 contando el
nimero de neuronas marcadas en cinco ganglios raguideos obtenidos a azar de cinco
animales diferentes. Los perfiles, contornos y marcas de todas las secciones, una vez
fotografiadas, fueron copiados en papel vegeta (resultando una media de 47.2 secciones
por ganglio). Los dibujos fueron superpuestos para verificar qué neuronas habian sido
fraccionadas durante €l corte y aparecian en secciones consecutivas. Cada una de ellas fue
contada solo en una de |as secciones en que aparecia. El verdadero niUmero de neuronas asi
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obtenido fue dividido por e nimero total observado, resultando en un factor de correccion
empirico de 0.72.

3.8 Reconstrucciones tridimensionales

Se redlizaron reconstrucciones tridimensionales del ganglio L4 para demostrar la
organizacion relativa de las aferentes de los nervio ciaico y femora en ese ganglio y
también se redizaron reconstrucciones de los ganglios L3-L5 para demostrar la
distribucion intraganglionar de los perfiles neuronales que recogian la informacion
senditiva de los dedos. Aquellos ganglios que presentaban € tejido ganglionar dispuesto en
relativamente pocos idotes fueron preseleccionados para la reconstruccién. De dlos, se
acabaron escogiendo aguellos cuyos contajes neuronales se aproximaban a maximo ala
media para un determinado dedo (R79 parael dedo 1y 4, R38 para e dedo 2, R84 para €
dedo 3 y R49 para € dedo 5). Ademas, @ ganglio L5 fue reconstruido en todos los
animal es que recibieron inyecciones simultdneas en los dedos 4y 5.

Mediante un microscopio optico Olympus BH2 con un brazo de dibujo acoplado,
se examinG a campo oscuro una de cada dos secciones seriadas consecutivas a través de
un objetivo x4. Sus contornos y detalles principal es (vasos sanguineos, fragmentos de raiz
dentro del ganglio y artefactos) fueron delineados en papel vegetal a un aumento final de
x44. Usando esos detalles como referencias, las secciones fueron examinadas de nuevo en
el microscopio de fluorescencia y las posiciones de los perfiles neuronales fueron
posicionadas dentro de los contornos de las secciones dibujadas previamente. La posible
reduccion del nimero de perfiles neuronaes por la potencia desaparicion del marcaje
durante la exposicion alaluz en e microscopio Optico se descartd contando €l nimero de
perfiles neuronales antes y después de larealizacion de los dibujos.

El proceso informatico para la obtencion de modelos 3D consiste en tres pasos. 1-
digitalizacion de las posiciones de las células marcadas y de los contornos ganglionares
mediante una tabla digitalizadora (Digicad) conectada a un sistema de andlisis de imagen
(IMCO 10, Kontron); 2- reconstruccion tridimensional a partir de las secciones
convenientemente aineadas, mediante triangularizacion, a través de un software
desarrollado previamente en nuestra unidad (Prats-Galino et al., 1988); 3- generacion de un
model o sombreado tridimensional a partir de las facetas triangulares usando € software 3D
Studio Max 1.2 (Kinetix). Los ficheros de datos originales fueron transformados a formato
VRML y luego convertidos mediante € programa Crossroad File Format Converter a
formato Autocad DXF, importable desde 3D Studio Max. La opacidad de la superficie
ganglionar fue disminuida en un 30% para permitir la visualizacion de las esferas que
representaban la posicion de las neuronas en € interior. El modelo fue reconstruido en
vision dorsal y tiene una resolucion fina aproximada en € plano Z de 30 um. y de 90 a
100 um. en los planos X e Y. Los archivos graficos en formato TIF, con visiones dorsales
del ganglio, fueron finamente importados y montados en PowerPoint 97 e impresos
usando una impresora de sublimacion Kodak Digital Science 8650 PS.

Para visualizar simultdneamente las neuronas que proyectan a diferentes dedos en
un unico ganglio modelo para cada nivel (L3-L5), se calculo lalongitud y anchura medias
de los ganglios reconstruidos. Esos valores fueron usados para recacular las coordinadas
de las posiciones neuronales del interior y unificar asi los diferentes ganglios. Finalmente,
las nuevas coordinadas de cada poblacion neuronal fueron incluidas en € moddo
ganglionar correspondiente y renderizadas con 3D Studio Max para generar la imagen
integradafind (articulo 2).
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3.9 Andlisis estadistico

Los totales de perfiles marcados eran comparados entre los distintos grupos
mediante un test ANOVA tras verificar la normalidad de |a variable mediante un test de
Kolmogoroff-Smirnov. Si se detectaban diferencias entre las varianzas mediante el test
de Levene, se pasaba a usar un test de Kruskall-Wallis para la comparacion. Si se
detectaban diferencias entre los grupos, se usaban t de Student para buscar las
diferencias entre los diferentes pares de grupos de la comparacién o bien se usaba €l test
U de Mann-Whitney en los pocos casos en que se detectaron diferencias entre varianzas.
Se usH € test W de Wilcoxon para comparar 10s porcentajes medios entre ganglios y
meédula espinal en un mismo experimento y test de Kruskall-Wallis para comparar
porcentajes entre grupos. S se detectaban diferencias significativas, se pasaba a usar €l
test U de Mann-Whitney para comparar los porcentajes medios entre diferentes pares
grupos comparados.

Cuando se compararon amplitudes de potenciales y latencias en los
experimentos de el ectrofisiologia se usaron los test de Kruskall-Wallisy la U de Mann-
Whitney.

3.10 Disefios experimental es seguin |os objetivos

En los siguientes apartados, cada paso numerado indica las intervenciones que se
realizaron en un dia concreto.

3.10.1 Experimentos anatdmicos.

Descripcién de la topografia en los ganglios lumbares de |os principales nervios
de la extremidad posterior (n=3).

1. Disecciony seccion de los nervios femoral y ciético. Aplicacion de una capsulade
FB en & extremo proximal del nervio cidico y de FG o de DY en e extremo
proximal del nervio femoral.

2. Perfusion alos cinco dias de la tltima aplicacion de trazador.

Descripcion de la topografia en los ganglios lumbares de las neuronas que
inervan las falanges distales de los dedos de | os pies.

Sriel.

1. Inyeccién en los extremos de los dedos de los pies con 0.5 ul. de FB, FG o DY
(n=5, por cada dedo).

2. En algunos casos -ver articulo2- inyeccién alos 10 dias de 1.5 ul. de DY en los
gue previamente habian recibido FB o FG.

3. Perfusion alos cinco dias de la Ultima aplicacion de trazador.

Srie 2.
1. Inyeccién de FG en el dedo 4y de FB en €l dedo 5 (n=6).
2. Perfusion alos cinco dias.
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Descripcion de la inervacion de las falanges distales de los dedos.

Determinacion de |0s nervios que participan en la inervacion de |os dedos.

1. Seccion de los nervios cidtico, femoral, cutdneo posterior o musculocutaneo
(n=17), (ver nervios seccionados en cada caso, asi como definicion y trayecto del
nervio en articulo 4)

2. A continuacion, inyeccién de los extremos de |los dedos de los pies con 0.5 ul. de
FB, FG o DY (ver tabla correspondiente en articulo 4)

3. Perfusion alos cinco dias de la aplicacion de trazador.

Cuantificaciéon de la participacion de los diferentes nervios en la inervacion de los
dedos.

- Nervio femoral:

1. Inyeccién de 0.5 ul. de FB en el dedo 1y de FG en €l dedo 2 (n=6).

2. A los cinco dias de la inyeccién, diseccion y seccion del nervio femora y
aplicacion de DY en su extremo proximal.

3. Perfusion cinco dias més tarde.

- Nervio muscul ocutaneo:

1. Inyeccion de 0.5 ul. de FB enlosdedos 1y 2y de FG en losdedos 3, 4y 5 (n=6).

2. A los cinco dias de la inyeccion, diseccion y seccidn del nervio musculocutaneo y
aplicacion de DY en su extremo proximal.

3. Perfusion cinco dias mas tarde.

3.10.2 Experimentos técnicos.

Comprobacion de la eficacia de su uso combinado en nervios, comparando la
aplicacion de trazador mediante inyeccién o capsula.

Aplicaciones en capsula.

1. Diseccion y seccion del nervio cidtico, aplicacion de DY en una capsula
localizada en su extremo proximal y a continuacion aplicacion de FB en el mismo
lugar (n=5).

2. Perfusion cinco dias més tarde.

Comparacion de la inyeccion con la aplicacion inmediata de una capsula.

1. Diseccion del nervio tibialis. Inyeccién de FB (n=5) o DY (n=5). Seccion del
nervio tibialis inmediatamente distal a punto de inyeccion. Aplicacién de una
capsulade DY en los que se habiainyectado FB y viceversa.

2. Perfusion alos 5 dias.

Comparacion de la inyeccion con la aplicacion de una capsula al cabo de meses.

1. Diseccion del nervio tibialis. Inyeccion de FB o DY.

2. Pasados de 1 a 2 meses, seccién del nervio tibialis inmediatamente proximal al
punto de inyeccion. Aplicacion de una capsula de DY en los que se habia
inyectado FB (n=10) y viceversa (n=9).

3. Perfusion alos 5 dias.
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Comprobacion de la eficacia de su uso combinado en areas cutaneas.

1. Inyeccion de 0.5 ul. FB o FG en las falanges distales de | os dedos.

2. Alos 10 dias, aplicacion de 0.5 ul. y 1.5 ul. de DY en los previamente marcados
con FB (n=7 y n=5, respectivamente) y de las mismas cantidades de DY en los
previamente marcados con FG (n=6 y n=6, respectivamente). En otros animales
previamente inyectados con FB (n=6) o FG (n=6) no se realizd reinyeccion con
DY.

3. Perfusion alos 5 dias de la Ultima aplicacién de trazador.

Comprobacion de la capacidad de permanencia de los trazadores en los somas
durante meses, de la posible alteracion de la neurona tanto para regenerar como
para captar otros trazadores y comprobacion de la capacidad de neuronas
regenerantes para captar trazadores. Comprobacion de la afectacion del nervio
por inyecciones.

1. Disecciony seccion bilateral del nervio ciético. Aplicacion de FB (n=8), FG (n=8)
o DY (n=7) en una cépsula colocado en € extremo proxima del nervio ciético
derecho y de una cpsula con suero salino en el extremo proximal del nervio
ciético izquierdo. Sutura de los nervios con nylon de 10-0 (n=8 en cada grupo). En
un ultimo grupo, sin lesionar €l nervio ciatico, diseccion del nervio tibial derecho
einyeccion de 1 pl. de suero salino (n=8).

2. A los tres meses, evaluacion electrofisiologica (Dr. A. Vaero, UAB) vy, en los
grupos de aplicacion de trazadores, nueva diseccion bilateral del nervio ciético,
con seccion bilateral 0.75 cm. distal ala sutura. En €l lado derecho, aplicacion de
una cdpsula con DY en los nervios ciéticos que habian recibido FB o FG y
aplicacion de FB en €l nervio ciatico que habia sido marcado con DY. En €l lado
izquierdo, aplicacién de una capsula con FB en un grupo, con FG en otro y con
DY en € tercer grupo.

3. Perfusion alos5 dias.

Verificacion de la posibilidad de que el primer trazador permanezca en €l area
de aplicacion, pudiéndose captar varios meses después por axones regenerantes,
mar cando neuronas que no pertenecian a la poblacion original.

1. Seccién+sutura del nervio cidtico + reseccion del nervio musculocutédneo (en los
casos de aplicacion del trazador en éreas distales).

2. A los 3 dias, inyeccion de FB, FG o DY en € nervio tibial (n=6, n=6 y n=8,
respectivamente) o en las falanges distales de los dedos 4 0 5 de los pies (n=5,
n=4 y n=5, para FB, FG y DY, respectivamente). En otros animales control se
aplico trazador en el nervio tibialis de un lado y en los dedos del otro (n=1, FB;
n=1, FG; n=1, DY).

3. Perfusion alos dos meses en caso de inyeccion nerviosa 0 alos tres meses en caso
de inyeccion en los dedos. Los controles se perfundieron a los cinco dias de la
aplicacion de trazador.
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3.10.3 Experimentos de regeneracion.

Cuantificacion de la selectividad en la reinervacion de ramas nerviosas de la
primera bifurcacién del nervio ciatico (n=6).

1. Diseccion bilateral del nervio tibial. Inyeccion de 1 ul. de DY.

2. A los cinco dias, seccién+sutura del nervio ciatico derecho.

3. A los dos meses, diseccion bilateral del nervio tibialis, seccion inmediatamente
proximal al punto de inyecciony aplicacion de una capsula con FB.

4, Perfusion alos cinco dias.

Cuantificacion de la selectividad en la reinervacion de las falanges distales de
los dedos de los pies y de la colateralizacion de nervios adyacentes no
lesionados hacia territorios denervados (n=6).

1. Inyeccion bilateral de 0.5 ul. de DY en el dedo 3.

2. A los cinco dias, seccion+suturadel nervio ciatico derecho.

3. A lostres meses, inyeccion de 1.5 ul. de FB en los mismos dedos.

4. A los cuatro dias, diseccion y seccion bilateral de los nervios femora y
musculocutaneo. Aplicacion de una capsula conteniendo FG en sus extremos
proximales.

5. A los cuatro dias, perfusion del animal.

Experimento para explicar €l alto porcentaje de neuronas doble marcadas en L5
respecto al resto de ganglios —ver resultados de regeneracion en falanges
distales- (otras fuentes de inervacion intactas vs. mayor selectividad de las
neuronas de ese ganglio para reinervar los dedos) (n=3).

1. Seccion+sutura del nervio ciético derecho.

2. A los tres meses, reseccion bilateral del nervio ciatico + inyeccion bilateral de 1.5
ul. de FB en e dedo 3.

3. A los cinco dias, reseccion bilateral de los nervios femoral y musculocutdneo +
inyeccion bilateral de 1.5 ul. de FG en e dedo 3 y de 0.5 ul. en los restantes
dedos.

4. A loscinco dias, perfusion del animal.
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados anatdmicos

4.1.1 Descripcion de la topografia en los ganglios lumbares de los principales
nervios de la extremidad posterior. Articulo 1.

Las neuronas sensitivas retrégradamente marcadas del nervio ciético se
encontraron en los ganglios raquideos L4-6, mientras que las del nervio femoral se
hallaron en los ganglios L2-4. Excepto en L4, no se observaba ninguna distribucion
topogréfica particular de esos nervios en las diferentes secciones de los ganglios. Sin
embargo, en L4, lamayoria de neuronas pertenecientes a nervio femoral se encontraban
en la parte mas dorsal y rostral, mientras que a progresar ventramente el nimero de
neuronas del nervio femora se reducia gradualmente, hasta quedar restringidas a una
fina banda lateral en la parte mas anterior. Las neuronas del nervio ciético ocupaban en
cambio el resto del ganglio, situdndose principalmente en una posicion medial y ventral,
siendo més numerosas que las neuronas del nervio femoral. Ambas poblaciones se
encontraban claramente separadas, con un escaso solapamiento condicionado por la
presencia de unas pocas neuronas en la zona limitrofe. Esta distribucion fue claramente
demostrada en las reconstrucciones tridimensional es.

4.1.2 Descripcion de la topografia en los ganglios lumbares de las falanges
distalesdelos dedos de los pies. Articulo 2.

Contajes neuronales.

Observaciones en cinco casos demostraron que en los ganglios L2 y L6 se
identificaban menos de cinco perfiles neuronaes después de inyecciones en los dedos 1y
5, respectivamente. Por tanto, esos ganglios se excluyeron del andlisis detalado de las
representaciones de los dedos en los ganglios. Ademas, tampoco se encontraron neuronas
pertenecientes alos dedos 4y 5 en L3, asi que aguel ganglio sdlo se detalan los contagjes
delosdedos 1,2y 3.

El nimero tota inferido de perfiles marcados para un dedo en particular variaba
considerablemente entre animales, presentando, en los casos més extremos (dedo 3),
rangos de 154.3 a 780.2. Sin embargo, las medias de perfiles neuronales de los diferentes
dedos eran smilares (entre 410.1 y 472.4), sin diferencias significativas al comparar las
medias (p=0.98). También existia una variacion muy importante en € nimero de perfiles
neuronal es correspondientes a un dedo concreto en un determinado nivel ganglionar.

La representacion de los dedos en los ganglios variaba segiin € nivel. En general,
el ganglio L3 contenia neuronas de los dedos 1 y 2, mientras que € ganglio L5 contenia
mas neuronas de los dedos 4 y 5. En @ ganglio L4 estaban representados todos |os dedos,
siendo mayoritarias las neuronas del dedo 3.
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Distribucion tridimensional.

El examen de las representaciones tridimensionaes de |os diferentes dedos en los
ganglios ragquideos revelaban una distribucion difusa, con poca tendencia a formar
agregados. Algunos dedos no se hallaban representados en a gunas zonas de determinados
ganglios. Asi, en los ganglios reconstruidos, las neuronas ganglionares del dedo 1 tendian a
distribuirse principalmente en la parte cauda de L3 y la rostral de L5, € dedo 2 no
aparecia representado en las partes mas rostrales de L4, los dedos 3 y 4 aparecian
representados principalmente en la parte rostral de L5 y lainervacion del dedo 5 procedia
de la parte central de L4 y L5. Sin embargo, a observar la superposicion de las diferentes
posiciones neuronaes de los diferentes dedos en un modelo ganglionar Unico, las
diferentes poblaciones se encontraban mezcladas, especialmente en L4. Solamente parecia
observarse cierta organizacion en L5, en que € dedo 4 parecia quedar representado
rostralmente a dedo 5. Esta distribucién en particular fue sucesivamente identificada en 4
de 6 animales en que se repitieron las inyecciones combinadas de estos dedos. Tanto
R136, 138, 139 y 162 mostraron esta organizacion, si bien en R137 y R140 las neuronas
Se encontraron mas mezcladas.

4.1.3 Descripcion de la inervacion de las falanges distales de los dedos.
Articulo 3.

Determinacion de los nervios que participan en la inervacion de los dedos.

Después de la reseccion del nervio cidico y la inyeccion en los dedos 1-5, se
podian identificar perfiles neuronales en los ganglios L3-5. Tras la inyeccion de un
trazador en los dedos 1y 2 y de otro distinto en los dedos 3-5, junto con la reseccion del
nervio ciético, se observaban perfiles neuronales en L3-4 procedentes de losdedos 1y 2,
pero no del resto de dedos. Tanto € ganglio L5 como L6 contenian unas pocas neuronas
marcadas procedentes de todos los dedos. Cuando se afiadié la resecciéon del nervio
femora aladé ciético, los perfiles los dedos eran visibles en L5 (de 7 a 45 perfiles) y en
L6 (hasta 22 perfiles), desapareciendo € marcae en los ganglios L3 y L4. Aiadiendo la
reseccion del nervio cutaneo posterior del mudo se observaba un nimero similar de
neuronasen L5y unas pocas en L6.

Aquellos animales que recibieron una reseccion del nervio cidtico a la atura del
muslo y de una rama proximal, que hemos denominado nervio musculocuténeo, apenas
mostraban marcgje en L5-L6 (de 1 a 3 perfiles, exceptuando un caso en que se apreciaron
7enlo).

Con la reseccion de todos los nervios mencionados, ciético, femoral,
musculocuténeo y cutaneo posterior del mudlo, aparecian de 1 a 2 perfiles neuronaes en
L5 o L6. En un caso, no aparecid ninguna neurona en ninguin ganglio.

Cuantificacién de la participacién de los diferentes nervios en la inervacion de
los dedos.

Nervio femoral

Después de la aplicacion de FB en €l dedo 1y de FB en e dedo 2, combinada con
lagplicacion de DY en € nervio femoral, se identificd marcgede FBy FGen L3-L6y de
DY en L2-L4, con unaconsiderable variacion interindividual .
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En L3 d DY seencontraba presente en & 89% de las neuronas marcadas con FB y
en € 90.8% de las marcadas con FG, mientras que en L4 estaba en € 12% de las FB
positivasy en € 9.8% de las que contenian FG.

Nervio musculocutaneo

Después de lainyeccion de FB en losdedos 1y 2, de FG en los dedos 3-5y dela
aplicacion de DY en € nervio musculocutaneo, podia apreciarse marcagje de FB en los
gangliosL3-L6, de FG enL4-L6y de DY en L4-L6. El DY se distribuia principalmente en
L5, con menos neuronasen L6y L4.

L as neuronas doble marcadas con |os trazadores aplicados en los piesy en € nervio
musculocuténeo (FBDY o FGDY) se encontraron en L5y L6. En L5, & 2.4% de los
perfiles marcados con FB y @ 5.5% de los marcados con FG contenian también DY,
mientrasqueen L6 €l DY se encontrabaen e 9.2% de los perfilescon FB y en  20.5% de
aquellos con FG.

El examen de lamédula espind revel 6 la presencia de motoneuronas marcadas con
DY.

Trayecto del ramo musculocutaneo del nervio ciético en relacion al resto de
nervios del muslo.

Inmediatamente caudal a musculo glateo medio, € nervio cutaneo posterior del
muslo abandona € trayecto adyacente a nervio cidico. El nervio cutdneo posterior
continlia caudalmente, lateral a musculo caudofemoral y media a la cabeza accesoria del
musculo semitendinoso. Después de abandonar la vecindad de estos musculos discurre
subcutaneamente hacia lafosa poplitea.

Distamente a la separacion del nervio cutdneo posterior del nervio ciético, un
pequefio ramo abandona, a pocos milimetros, € tronco cidico, ramo que hemos
denominado musculocutaneo. Al principio adopta una direccion caudal paraluego dirigirse
internamente hacia la fosa poplitea. Pasa mediad al musculo caudofemord, donde se
subdivide en muiltiples ramitos, la mayoria dirigidos a borde medial del musculo biceps
crural. El primero de los ramitos se dirige directamente a la parte media del musculo,
mientras que los dos siguientes se subdividen antes de incorporarse a vientre muscular. El
cuarto ramito contindia distalmente hacia la fosa poplitea donde se divide. Una de las
terminales penetra en la profundidad del vientre del musculo semimembranoso mientras
otra terminal entra en € tgido adiposo de la fosa poplitea. En dos de los cinco casos
examinados se pudo discernir una Ultima ramita que, una vez subcutanea, cruzaba el nervio
cuténeo posterior y parecia terminar en la piel media de larodilla. En otros dos casos, la
rama terminal parecia anastomosarse a nervio cutaneo posterior. En € espesor dd tgjido
adiposo de la fosa poplitea estos terminales parecian acanzar vasos venosos que més
distalmente se concretaban en las venas safenas parvas. No fue posible seguir esos ramos
més distalmente.

Digtal a la emergencia del ramo musculocutaneo, € nervio cidtico se dirige a la
rodilla entre el muasculo biceps crural y € fémur. En € tercio medio del mudo € nervio
sural latera abandona € nervio cidico y se dirige lateramente a la parte media del
musculo biceps, a cual atraviesa parair ainervar la piel lateral y posterior de la rodilla.
Finamente € nervio ciatico sedivide enlos nerviostibial, peronea y sural.
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4.2 Resultados técnicos

4.2.1 Comprobacion de la eficacia de su uso combinado en nervios,
comparando la aplicacion de trazador mediante inyeccion o capsula.
Articulo 4.

Aplicacion en capsula.

La aplicacion de una capsula con DY en & extremo proximal del nervio ciatico
seccionado, seguida de una segunda cdpsula con FB consigue € doble marcaje del 96.6%
de neuronas ganglionares y del 96.7% de motoneuronas en la médula espinal. No existian
diferencias significativas entre los porcentges de doble marcge entre motoneuronas y
células ganglionares (p=0.69).

Inyeccion nerviosa inmediatamente seguida de aplicacién en capsula.

Lainyeccion de DY en € nervio tibial, seguida inmediatamente de la seccion del
nervio y de la aplicacion de una capsula con FB resultd en e doble marcgje del 97.3% de
las cdlulas ganglionares y del 93.7% de las motoneuronas que también habian sido
marcadas con DY. No existian diferencias significativas entre los porcentgjes de doble
marcaje entre motoneuronas y células ganglionares (p=0.07).

El proceso inverso, en cambio, es decir lainyeccion de FB seguida de la aplicacion
de una cpsula con DY, conseguia un doble marcgie de 10.6% de las céulas que
contenian FB en los ganglios raquideos y del 13.3% de las motoneuronas con FB. No
existian diferencias dgnificativas entre los porcentgjes de doble marcge entre
motoneuronasy células ganglionares (p=0.69).

Las diferencias en |os porcentgjes de doble marcaje entre | as diferencias secuencias
de aplicacion de los trazadores fueron significativamente distintas, tanto en los ganglios
raguideos como en motoneuronas (p<0.01).

Inyeccion de trazador seguida meses mas tarde de una aplicacién en capsula.

La inyeccion de DY en d nervio tibial, seguida dos meses mas tarde por una
seccion y aplicacion de una capsula con FB, resultdé en un doble marcgje dd 92.3% de
todas las cdlulas que previamente habian captado € DY en los ganglios lumbares y del
86.9% en las motoneuronas. La diferencia entre los porcentagjes en células ganglionares y
motoneuronas fue estadisticamente significativa (p=0.01). No hubo diferencias
significativas en el numero total de células con DY a comparar estos contajes con los
obtenidos a en periodos de supervivencia de cinco dias en ganglios (p=0.99) o en la
médula espinal (p=0.13).

El procedimiento inverso, la inyeccién de FB seguida de una capsula de DY
después de uno o dos meses, resultd en un doble marcaje del 73.2% de todas las células
gue presentaban FB en los ganglios y del 59.5% de las motoneuronas con FB. Los
contajes procedentes de ratas que sobrevivieron uno o dos meses, desde la inyeccion
hasta la aplicacion de la capsula, se presentan conjuntamente, al no aparecer diferencias
entre ellos, respecto a nimero de dobles marcadas (células ganglionares, p=0.67;
motoneuronas, p=0.83) ni en el nimero total de neuronas con FB (células ganglionares,
p=0.39; motoneuronas, p=0.67). Estos resultados, obtenidos tras la aplicacion retardada
de la capsula con DY, son significativamente distintos a los obtenidos tras la aplicacién
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inmediata, tanto en los ganglios raquideos (p=0.001) como en las motoneuronas de la
meédula espinal (p=0.003). No hubo diferencias significativas en cuanto al nimero total
de células que presentaban FB a los cinco dias 0 alos meses de su aplicacion en células
ganglionares (p=0.43) o motoneuronas (p=0.71).

4.2.2 Comprobacién de la eficacia de su uso combinado en areas cutaneas
(falanges distales de los dedos de los pies). Articulo 5.

El examen de la piel y del tegjido subcutdneo revel6 que la distribucion de los
trazadores se restringia a dedo en que habian sido inyectados, estando principa mente
localizados en las areas més distales.

Se encontré un nimero muy variable de neuronas que inervaban los pies en los
ganglios L3-L5, no existiendo diferencias significativas entre € numero de céulas
marcadas con FB o FG (p=0.58) cuando éstos trazadores se inyectaron en dos grupos en €
dedo 2.

Cuando la inyeccion de 0.5 pl. de FB o FG fue seguida a los diez dias de la
inyeccion de la misma cantidad de DY, no hubo diferencias significativas respecto a
nimero de células marcadas con |os dos trazadores en ambos grupos (p=0.64 y p=0.66).

En & grupo en que se aplicd primero FB, un 75% de las neuronas que
presentaban este trazador también aparecian marcadas con DY al inyectar la misma
cantidad. Este porcentgje se incrementaba al 82% s se aumentaba la cantidad de DY
inyectado a 1.5 ul., s bien esta diferencia no fue estadisticamente significativa
(p=0.68).

En e grupo en que se aplico primero FG, un 74% de las neuronas que fueron
inicialmente marcadas con este trazador captaron también DY, porcentgje que se
incrementd al 84% a aumentar la cantidad de DY, aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa (p=0.26).

4.2.3 Comprobacién de la capacidad de neuronas regenerantes para captar
trazadores, comprobacion de su capacidad de permanencia en los somas
durante mesesy de la posible alteracion de la neurona tanto para regenerar
como para captar otrostrazadores. Articulo 6.

Resultados morfol 6gicos.

Cuando se aplicaba para marcar células regenerantes, el DY tendia a marcar
menos neuronas que FB y FG, tanto en células ganglionares como en motoneuronas.
Este efecto se observaba ya cuando se aplicaba solo y aumentaba a aplicarse tras un
marcaje previo de FB o FG, hasta hacerse significativo en motoneuronas (p<0.05). La
permanencia de los tres trazadores fue analoga en los ganglios lumbares pero € FG
desaparecia mas que € resto en las motoneuronas (p=0.008). Al marcar regenerantes, €l
FB marcaba un nimero similar de neuronas en los ganglios (p=0.64) y en la médula
espinal (p=0.61), tanto cuando se usaba solo como s se utilizaba de segundo trazador.
En la mayoria de grupos, € total de células marcadas estaba disminuido en un 30%
respecto a un nervio control perfundido a los 5 dias de marcgje, tanto en los ganglios
raquideos como en lamédula espinal.
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Electrofisiologia.

L os resultados electrofisiol 6gicos no detectaron diferencias constantes entre los
diferentes grupos experimentales, siendo todos ellos significativamente distintos al
control no lesionado. No hubo diferencias entre el grupo de inyeccion de salino en €
nervioy el grupo control.

4.24 Verificacion de s e primer trazador permanece en € area de
aplicacion, pudiéndose captar varios meses después por axones
regenerantes, marcando neuronas que no pertenecian a la poblacién
original. En preparacién para publicacion.

Cuando los trazadores FB, FG o DY se aplicaron en €l nervio tibial dos dias
después de una seccion+sutura del nervio ciatico y las ratas se perfundieron a los dos
meses, se observaron somas marcados (Tabla 1), tanto en los ganglios lumbares (346.2
+252.1, 89.6+124.8 y 168.4+231.2 para FB, FG y DY, respectivamente —diferencias no
significativas, p=0.13-), como en la médula espinal (132.0+114.3, 8.5+19.86 y 35.3+
67.3, respectivamente -significativamente diferentes, p=0.01-), existiendo una gran
variabilidad entre los animales. Los datos presentados en la Tabla 1 corresponden a los
contgjes en una de cada 10 secciones ganglionares y una de cada 4 en lamédula espinal.
En los controles prefundidos a los cinco dias de la aplicacion de trazador, tres dias
después de la sutura, solamente aparecieron 78 neuronas en el caso marcado con FB.

TABLA 1. Recaptacion en los nervios. Nimero de células marcadas en una de cada diez secciones de
los ganglios raquideos L4-L5 y en una de cada cuatro en la médula espinal.

FB FG DY
Ganglios Médula Ganglios Médula Ganglios Médula
espinal espinal espinal
R275D 429 118 [R277D 12 0 R225 D 19 1
R275 1 195 26 |R2771 230 2 R226 D 297 20
R274D 4 4 R278 D 6 0 R227D 15 2
R274 1 663 309 |R2781 6 0 R258D 115 27
R276 D 211 125 |R279D 14 0 R259D 29 7
R276 | 575 210 |R2791 270 49 |R260D 143 20
R270D 39 5
R271D 690 200
Media 346.2 132.0 89.7 85 168.4 35.3
sD 252.1 114.3 124.9 19.9 231.2 67.3

Cuando los mismos trazadores se aplicaron en las falanges distales de los dedos
de los pies, también se observaron somas marcados (Tabla 2) en los ganglios lumbares
trasinyeccionesde FB y DY (32.0+16.8 y 2.2+3.3, respectivamente, -significativamente
diferentes, p=0.009-) pero no tras la inyeccion de FG. Los datos presentados en la tabla
corresponden a los totales neuronales en todos los cortes. En los controles perfundidos a
los cinco dias de la aplicacion de trazador no aparecieron neuronas marcadas.
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TABLA 2. Recaptacion en los dedos. NUmero total de neuronas marcadas obtenido tras observar todos
los cortes y contando cada neurona en una sola de las secciones ganglionares de L3 a L6 en que

aparecia.
Caso FB FG DY
R220D 10 [R2201 0 [R2221 2
R221D 20 |R2211 0 |R223D 1
R222D 45 |[R2221 0 [R2231 0
R223D 50 |R2231 0 |R224D 8
R224D 35 R224 | 0
Media 320 0 2.2
SD 16.8 0 3.3

4.3 Resultados preliminares de regeneracion.
En preparacién para publicacion.

4.3.1 Cuantificacion de la selectividad en la reinervacion de ramas nerviosas
después dela primera bifurcacién del nervio ciatico.

L os resultados comentados en |os diferentes apartados de este capitulo serefieren alas

tablas siguientes.

TABLA 3. Neuronas contadas en € experimento de reinervacion de ramas nerviosas. Neuronas
marcadas contadas en una de cada diez secciones en los ganglios lumbares L4-L5 y en una de cada

cuatro en la médula espinal.

Ganglios |[Exp Ctral
FB DY FBDY |FB DY FBDY
R250 276 61 458 52 63 594
R251 147 11 533 57 77 680
R253 291 40 487 63 69 646
R254 162 57 654 58 77 998
R255 55 139 824 101 24 894
R257 87 107 1002 | 252 155 972
Media |169.7 69.2 659.7 |97.2 775 7973
sD 965 464 2148 |779 428 1778
Médula |Exp Ctral
espinal |FB DY FBDY |FB DY FBDY
R250 127 27 86 25 46 145
R251 25 14 152 3 40 205
R253 153 22 133 4 37 235
R254 32 1 127 1 44 240
R255 34 14 188 0 76 255
R257 23 21 127 7 69 154
Media | 65.7 182 1355 |128 520 2057
sD 583 61 336 |166 163 465
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TABLA 4. indices de reinervacion, de inervacion perdida, de regeneracion selectiva y de “fading”
en la reinervacion de ramas nerviosas. Obtenidos tras operar con las cifras de la Tabla 3, segln las
férmulas descritas en cada apartado del capitulo 4.3.1.

Ganglios|Reinervacion “Fading”

IRmin  Irmax IPr IPg RS RSg | Fdmin FDmax
R250 103% 113% 12% 9% 88% 7% 24% 30%
R251 83% 92% 2% 1% 98% 78% 14% 22%
R253 100% 109% 8% 6% 92% 75% 26% 33%
R254 72% T7% 8% 5% 92% 66% 8% 14%
R255 86% 88% 14% 15% 85% 92% | -22%  -19%
R257 79% 89% 10% 9% 90% 103% | -25%  -11%

Media | 874% 950% 89% 7.7% 91.1% 81.9% | 43% 11.7%
SD 122%  139% 42% 47% 42% 134% | 223% 21.6%
Médula |Reinervacion “Fading”
espinal | IRmMin  Irmax IPr IPg RSr RSg | Fdmin FDmax
R250 156% 125% 23% 14% 76%  59,3% | 62% 53%
R251 61% 85% 8% 5% 91%  74,1% | -11%  20%
R253 73% 103% 14% 8% 85%  56,6% | 23% 45%
R254 71% 66% 8% 3% 92%  52,9% | 32% 26%
R255 56% 87% 6% 4% 9% 737% | -7T% 30%
R257 55% 93% 14% 9% 85%  825% | -20%  29%

Media | 79.2%  934% 126% 7.6% 874% 665% | 13.2% 33.9%
SD 38.6% 19.9% 64% 39% 64% 11.8% | 31.5% 12.3%

Estimacion de la reinervacion detectable.

indice de reinervacion minimo (IRmin) = total de regenerantes/ total control =
= (FBDY +FB)exp / (FB+DY +FBDY )cyol

indice de reinervacion méaximo (1Rmay) = total FB experimental/total FBcontrol
= (FBDY +FB)ep / (FBDY +FB)ctrol

El total de céulas regenerantes marcadas con el segundo trazador (FB+FBDY))
en la extremidad lesionada respecto a total de las células marcadas en la extremidad
control (FBDY +FB+DY), fue del 87.4+12.2% en células ganglionares y del 79.2+38.6
% en motoneuronas -sin diferencias significativas entre estos porcentges, p=0.35-
(columna IRmin de la Tabla 4), ascendiendo a 95.0+13.9% y 93.4+19.9%
respectivamente, s se comparaba con el total de marcadas con € mismo trazador
(FB+FBDY) en la extremidad control -sin diferencias significativas entre los ganglios y
lamédula espinal, p=0.60- (columna IRmax de latabla4).
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Estimacion de la inervacion perdida.
Inervacion perdidarelativa (IP)=DY ep/ (DY + FBDY )exp
Inervacion perdidaglobal (IPg)= DY e/ (DY + FBDY )etrol

Un 8.9+4.2% de células ganglionares y un 12.6+6.4% de motoneuronas de la
extremidad experimental, respecto al total del mismo trazador en la misma extremidad,
presentaban solamente € trazador aplicado con anterioridad a la lesion del nervio
ciético (DY) (columnalPr delaTabla4).

Un 7.7+4.7% de células ganglionares y un 7.6+3.9% de motoneuronas de la
extremidad experimental, respecto al total del mismo trazador en la extremidad control,
presentaban solamente € trazador aplicado con anterioridad a la lesion del nervio
cidtico (DY) (columnalPg delaTabla4).

No existian diferencias significativas al comparar los indices de inervacion
perdida de ganglios lumbares y médula espina usando el indice relativo (p=0.35) o €
global (p=0.75). Por otro lado, las diferencias entre los indices relativo y global
solamente fueron significativas en lamédula espinal (p=0.03).

Estimacién de la regeneracion selectiva.
Reinervacion selectivarelativa (RSr)= FBDY ep/ (FBDY +DY )exp

Reinervacion selectiva global (RSg) =
= (FBDYeXp/(FBDY+DY)CtrO|) | (FBDY ¢rol/ (FBDY +DY ) ctror)

El porcentaje de células doble marcadas (FBDY), respecto a total de las
marcadas con el primer trazador en la extremidad experimental (FBDY+DY), fue del
91.1+4.2% en los ganglios y del 87.4+6.4% en la médula espinal (columna RSr de la
Tabla 4). Las diferencias entre ganglios lumbares y médula espinal no fueron
significativas (p=0.35). Se denomind a este porcentaje “indice de reinervacion selectiva
relativo” (RSr) por referir doble marcaje de la extremidad experimental a total de
células marcadas con el primer trazador en la misma extremidad.

Los porcentgjes de doble marcaje se reducian a 74.6+11.9% y 52.4+7.2% s €l
total de células marcadas tanto con FB y como con DY se comparaba con los totales de
células ganglionares y motoneuronas respectivamente, marcadas con €l primer trazador
en la extremidad control (FBDY+DY); e mismo porcentgje de doble marcae en la
extremidad control eradel 91.2+3.7% en ganglios y del 79.4+6.6% en motoneuronas. Si
estos dos ultimos cocientes, |os hallados en la extremidad experimental y en la control,
se relacionaban entre si, se podia obtener una estimacion de la reinervacion selectiva
global (RSg), que resultaba ser del 81.9+13.4% en los ganglios raguideos y del 66.5+
11.8% en la médula espinal, siendo la diferencia entre ganglios y médula significativa
con una p=0.03 (columna RSg de la Tabla 4).
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Estimacion del “ fading” del primer trazador.

Si multiplicamos € indice de reinervacion (IR) -un 87%-95% en células
ganglionares y un 79%-93% en motoneuronas en estos experimentos- por el total de
células marcadas con € primer trazador en la extremidad control, se obtendra un
nimero de células de la poblacién original que deberian tedricamente permanecer
marcadas en la extremidad experimental. La relacion entre e nimero esperable y €l
hallado se podria atribuir a desaparicion del marcagje, “ fading” . Segun se aplique €
IRmax O €l IRmin, Se detectara un mayor o menor “ fading” .

Minimo “ fading” detectable (FDmin) = 1- (DY hallado/ DY esperable)
=1- (FBDY+DY)eq/ (IRmin* (FBDY+DY)cral))

Maximo" fading” detectable (FDmax) = 1- (DY hallado/ DY esperable) =
= 1- (FBDY+DY)exy/ (IRmax* (FBDY+DY)gro1))

Al redlizar estos calculos, € numero de células que presentaban €l trazador
original fue entre un 4.3% y un 13.2% menor del esperable en los ganglios lumbares y
entre un 11.7% y un 33.9% menor en la médula espinal (columnas FDmin y FDmax de
la tabla 4). Si bien existian diferencias ligeramente significativas entre los indices
maximos de ganglios lumbares y médula (p=0.04), no existian al comparar |os indices
minimos (p=0.35).

4.3.2 Cuantificacion de la selectividad en la reinervacion de las falanges
distales delos dedos de los piesy dela colater alizaciéon de nervios adyacentes
no lesionados hacia territorios denervados.

En estos experimentos € FG se usO para marcar otros nervios diferentes al
nervio ciatico, que fue el que sufrié la lesion. Por tanto, los distintos cdlculos para
cuantificar supervivenciay especificidad en la regeneracion de las neuronas del nervio
ciético se han realizado excluyendo las células que contenian FG.

Los resultados comentados en los diferentes apartados de este capitulo se
refieren alas tablas siguientes.

TABLA 5. Neuronas contadas en el experimento dereinervacién de falanges distales de los dedos de
los pies. Neuronas marcadas contadas en una de cada cinco secciones en los ganglios lumbares L4-L5.

Experimental Contral
DY FB DYFB | DY FB DYFB

R236 27 34 30 5 82 12
R237 4 31 10 8 95 47
R238 5 36 9 13 6 43
R239 17 55 16 13 31 87
R240 24 42 15 26 49 52
R273 18 48 29 13 11 136
Media | 158 41.0 182 | 130 457 628

DE 9.5 9.2 9.2 72 368 431
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TABLA 6. indices de reinervacion, de inervacion perdida, de regeneracion selectiva y de “fading”
en la reinervacion de ramas nerviosas. Obtenidos tras operar con las cifras de la Tabla 5, segln las
férmulas descritas en cada apartado del capitulo 4.3.2.

Reinervacion “Fading”
IRmin  Irmax IPg IPr RSr RSg FDmin FDmax
R236 64.6%  68.1% * 474%  52.6% * * *

R237 271.3%  28.9% 7.3% 286% 71.4% 21.3% 6.9% 11.8%
R238 72.6%  91.8% 8.9% 35.7% 64.3% 20.9% 65.6% 72.8%
R239 54.2% 60.2% 17.0% 51.5% 48.5% 18.4% 39.1%  45.2%
R240 44.9% 56.4% 308% 61.5% 38.5% 288% | -11.4% 11.4%
R273 481% 524% 121% 383% 61.7% 21.3% 345%  39.8%

Media [ 52.0% 59.6% 152% 43.8% 56.2% 22.2% 26.9% 36.2%
DE 159%  20.6% 9.5% 12.0% 12.0% 3.9% 299%  25.7%

Estimacion del l1a reinervacion detectable.

indice de reinervacion minimo (IR min) = total de regenerantes/ total control =
= (FBDY +FB)exp / (FB+DY +FBDY )cyol

indice de reinervacion maximo(IRyax) = total FB experimental/total FBcontrol =
= (FBDY +FB)ex / (FBDY +FB)cirol

El total de células regenerantes marcadas con € segundo trazador (FB+FBDY)
en la extremidad lesionada respecto al total de las células ganglionares marcadas en la
extremidad control (FBDY +FB+DY), fue del 52.0+15.9%, ascendiendo a 59.6+20.6%
S se comparaba con €l total de marcadas con el mismo trazador (FB+FBDY) en la
extremidad control (columnas IRmin y IRmax de la Tabla 6). Estos indices de
reinervacion minimo y maximo en areas distales fueron significativamente distintos a
los hallados en areas proximales (p=0.007 y p=0.02, respectivamente).

Estimacién de la inervacién perdida.
Inervacion perdidarelativa (IP;)= DY ep/ (DY +FBDY )exp

Un 15.2+9.5% de células ganglionares de la extremidad experimental, respecto
al total del mismo trazador en la extremidad control, presentaban solamente el trazador
aplicado con anterioridad a la lesion del nervio ciético (DY) (columna IPg de la Tabla
6).

Un 43.8+12.0% de células ganglionares, respecto al total del mismo trazador en
la misma extremidad experimental, presentaban solamente €l trazador aplicado con
anterioridad alalesion del nervio cidtico (DY) (columnalPr delaTabla6).

Cuando los indices obtenidos en los ganglios lumbares tras estudiar las falanges
distales de los dedos de los pies se compararon con |os obtenidos tras estudiar la rama
tibialis, no se obtuvieron diferencias significativas entre los indices globales (p=0.14)
pero si entre los relativos (p=0.004).
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Estimacion de |a regeneracion selectiva.
Reinervacion selectivarelativa (RSr)= FBDY e/ (FBDY +DY )exp

Reinervacion selectivaglobal (RSg) =
= (FBDY e/ (FBDY +DY )ctror) / (FBDY cir/ (FBDY +DY )ctro)

El porcentgje de células doble marcadas (FBDY), respecto a total de las
marcadas con €l primer trazador en la extremidad experimental (FBDY+DY), fue del
56.9+13.2%, obteniéndose asi el indice de reinervacion selectiva relativo (columna RSy
delaTablab).

Este porcentgje de doble marcaje se reducia a 17.8+1.7% s € total de células
marcadas tanto con FB como con DY se comparaba con los totales de células
ganglionares y motoneuronas respectivamente, marcadas con el primer trazador en la
extremidad control (FBDY+DY); e mismo porcentaje de doble marcge en la
extremidad control era del 81.4+9.8%. Si estos dos ultimos cocientes, los hallados en la
extremidad experimental y en la control, se relacionaban entre si, se podia obtener una
estimacion de la reinervacion selectiva global, que resultaba ser del 22.2+3.9%
(columnaRSg delaTabla6).

Tanto el indice de reinervacion selectiva global como € relativo fueron
significativamente distintos alos hallados en &reas proximales (p=0.006 y p=0.004).

El porcentgje de células doble marcadas respecto al total de las marcadas con el
primer trazador en la extremidad control fue del 77.1+12.6% en L4y del 85.6+13.0% en
L5, sin diferencias significativas (p=0.35) (columnas Ctrol-L4 y Ctrol-L5 delaTabla 7).
En la extremidad experimental, el RS en L4 oscilaba entre €l 14.1+4.5% y e 43.7+
13.7% en L4 (columnas Exp-L4 y Exp-ctrol L4 delaTabla 7), mientras que en L5 entre
el 44.2+9.9% y e 71.9+16.6% (columnas Exp-L5 y Exp-ctrol L5 de la Tabla 7), siendo
significativatal diferencia (p=0.03 para RSr y p=0.04 para RSg).

TABLA 7. Regeneracién selectiva diferencial segiin el ganglio. Doble marcaje en L4 y L5 de la
extremidad control e indices de reinervacion selectiva en los mismos ganglios de la extremidad
experimental .

Ctrol-L4 Ctrol-L5 Exp-L4  Exp-L5 Exp-ctrol L4 Exp-ctrol L5
%FBDY ¢/ (DY +FBDY )gro RS RSy

R236 66.7% 100.0% 50.0% 58.8%
R237 86.8% 82.4% 42.9% 100.0% 8.6% 52,2%
R238 79.5% 66.7% 55.6% 80.0% 15.2% 52,3%
R239 86.4% 89.4% 44.4% 53.3% 10.6% 47,1%
R240 56.8% 75.6% 17.4% 68.8% 19.9% 40,7%
R273 86.5% 98.3% 52.1% 70.8% 15.9% 28,6%
Media 77.1% 85.4% 43.7% 71.9% 14.1% 44,19%

SD 12.6% 13.0% 13.7% 16.6% 45% 9,92%




Resultados 27

Estimacion del “ fading” del primer trazador.

Si aplicamos € indice de reinervacion (IR) -un 52-59%- a total de células
marcadas con € primer trazador en la extremidad control, se obtendria e nimero de
células de la poblacion original que deberian permanecer marcadas en la extremidad
experimental. La relacion entre el nimero esperable y € hallado se podria atribuir a
desaparicion del marcaje, “ fading” . Segun se aplique € 1Rmax 0 € IRmin, Se detectara un
mayor o menor “ fading” .

Minimo “ fading” detectable (FDmin) = 1- (DY hallado/ DY esperable) =
=1- (FBDY+DY)ey/ (IRmin* (FBDY+DY )ctrol))

Maximo “ fading” detectable (FDmax) = 1- (DY hallado/ DY esperable) =
=1- (FBDY+DY)ep/ (IRmax* (FBDY+DY )crol))

Al redlizar estos calculos, € numero de células que presentaban el trazador
original fue entre un 26.9% y un 36.2% menor del esperable en los ganglios lumbares
(columnas FDmin y FDmax de la Tabla 6). No se encontraron diferencias significativas
entre € “fading” méximo ni & minimo entre areas proximales y distales (p=0.20 en
ambas comparaciones).

Estimaciones de colateralizacion.
Nervio femoral

En cuatro de los seis casos experimentales aparecian en L4 neuronas doble o
triple marcadas con los trazadores aplicados en los pies (FB y/o DY) y en € nervio
femoral (FG), s bien solo en tres de los casos € FG se encontraba en neuronas
anicamente marcadas con el segundo trazador (Tabla 8). La representacion del nervio
femoral respecto a la totalidad de neuronas del dedo oscilaba entre el 1% y €l 5.7% en
los casos en que estaba presente, con una media entre todos |os casos experimentales
(incluyendo aquellos en que no habia representacion femoral) de 2.0+2.2%. Sdlo un
caso control present6 representacion femoral, que fue del 4.9% del total de inervacién
del dedo estudiado, siendo la media de representacion femoral en controles del 0.8
+2.0%. No hubo diferencias significativas entre grupos experimentales y grupos control
(p=0.27).

TABLA 8. Participacion de colaterales del nervio femoral. Nimero de neuronas que contenian FG, €l
trazador aplicado en el nervio femoral, contadas en una de cada cinco secciones ganglionares en L4.

L4 Exp Ctrol
FBDYFG FGDY FGFB FG %femoral | FBDYFG FGDY FGFB FG %femoral

R236 0 0 0 112 0.0% 0 0 0 180 0.0%
R237 0 1 0 192 2.2% 0 1 7 124 4.9%
R238 0 0 3 251 5.7% 0 0 0 61 0.0%
R239 1 0 2 322 3.2% 0 0 0 115 0.0%
R240 0 0 0 142 0.0% 0 0 0 281 0.0%
R273 0 0 1 168 1.0% 0 0 0 264 0.0%
Media 0.2 0.2 10 1978 2.0% 0.0 0.2 12 1708 0.8%

SD 0.4 0.4 12 770 2.2% 0.0 04 29 874 2.0%
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Nervio muscul ocutaneo.

En tres de los seis casos experimentales aparecian en L5 neuronas doble o triple
marcadas con los trazadores aplicados en los pies (FB y/o DY) y en € nervio
musculocutaneo (FG) (Tabla 9). En todos estos casos €l FG se encontraba en neuronas
ya marcadas con el primer trazador aplicado antes de lalesion (DY) y en un solo caso
aparecia en tres neuronas marcadas con €l trazador aplicado después de la regeneracion,
FB, pero sin e primero. La representacion del nervio musculocuténeo respecto a la
totalidad de neuronas del dedo oscilaba entre €l 1.1% y e 4.0%, con una media entre
todos los casos experimental es (incluyendo aquellos en que no habia representacion del
nervio musculocutaneo) de 1.2+1.6%. SoOlo en tres de los seis casos controles estaba
representado del nervio musculocuténeo. S6lo uno de los casos coincidia con € que
también se encontraba el nervio representado en la extremidad experimental. En los
controles, la contribucion del nervio musculocutaneo, cuando estaba presente, oscilaba
entre el 2.5% y €l 4.8% déel total de inervacion del dedo estudiado, siendo la media de
representacion del nervio del 1.7+2.0% entre todos los casos. No hubo diferencias
significativas entre grupos experimentales y grupos control (p=0.69).

TABLA 9. Participacién de colaterales del nervio musculocutaneo. NUmero de neuronas que
contenian FG, € trazador aplicado en el nervio, contadas en una de cada cinco secciones ganglionares
enL>5.

L5 Exp Ctrol
FBDYFG FGDY FGFB FG %musc-cut. |[FBDYFG FGDY FGFB FG % musc-cut.

R236 0 0 0 257 0.0% 2 0 3 93 4.8%
R237 0 0 0 317 0.0% 3 0 1 268 2.5%
R238 0 0 0 229 0.0% 0 0 0 192 0.0%
R239 0 2 0 301 2.2% 0 0 0 106 0.0%
R240 0 1 0 206 1.1% 0 0 0 222 0.0%
R273 0 1 3 546 4.0% 1 4 0 381 3.0%
Media| 0.0 0.6 05 309.3 1.2% 1.0 0.6 0.7 2103 1.7%
SD 0.0 0.8 12 1233 1.6% 13 1.6 12 1073 2.0%

Mayor selectividad de las neuronas de L5 para regenerar vs. persistencia de
otras fuentes de inervacion intactas.

Cuando pasados tres meses de una seccion-sutura del nervio ciatico éste fue de
nuevo disecado y se le practico una reseccion de 1.5 cm., se aplicaron inmediatamente
después 1.5 ul. de FB en € tercer dedo, tras lo cua no se visualizaron neuronas en €l
ganglio L4 en controles ni en experimentaes (Tabla 10). Uno de los casos
experimentales mostré 4 neuronas en L3. Dos de los tres casos experimentales
presentaron 2 y 4 neuronas respectivamente en L5, mientras que el otro caso presenté 1
neurona en L6 y uno de los anteriores presentd 2. Ningun control presentd neuronas con
FB en L3, cada control presenté 1 neurona en L5 y dos casos presentaron 3 y 2
neuronas, respectivamente, en L 6.

En un solo caso, 2 neuronas de L6 marcadas con FB presentaban también FG,
aplicado en los dedos cinco dias més tarde de la inyeccion de FB, inmediatamente
después de la reseccion de los nervios femoral y muscul ocutaneo.
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TABLA 10. Neuronas procedentes de colaterales. NUmero total de neuronas con FB (atribuibles a
colaterales de femoral o musculocutaneo) y niimero total de neuronas con FG (atribuibles a otras fuentes
deinervacion), obtenidas tras observar todos los cortes.

FB FG FBFG FB FG FBFG

L3D L3I

R267 D 0 0 0 |R2671 0 0 0
R268 D 4 0 0 [R268I 0 0 0
R269 D 0 0 0 |R2691 0 0 0
Media 1.3 0 0 0 0 0
L4D L4l

R267 D 0 0 0 [R2671 0 0 0
R268 D 0 0 0 |R268I 0 0 0
R269 D 0 0 0 [R2691 0 0 0
Media 0 0 0 0 0 0
L5D L51

R267 D 0 0 0 [R2671 1 0 0
R268 D 2 0 0 |R268I 1 0 0
R269 D 4 0 0 [R2691 1 0 0
Media 2 0 0 1 0 0
L6D L6

R267 D 1 0 0 [R2671 3 0 0
R268 D 0 0 0 [R268I 2 0 0
R269 D 0 0 2 |R2691 0 0 0
Media 0.3 0 0.7 17 0 0
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5. DISCUSION

Para estudiar la regeneracion selectiva de las aferentes sensitivas del nervio
Cidtico era preciso escoger un territorio de estudio para evaluar aquella regeneracion, del
cual era preciso conocer previamente la distribucién normal de sus neuronas sensitivas
en los ganglios raguideos, asegurar la participacion del nervio ciatico en su inervacion y
adaptar a ellalas técnicas trazadoras.

Desde @ primer momento se contempl que tan importante era conocer cuantas
neuronas acababan reinervando sus destinos méas distales, como cuantificar cuantas se
perdian yaen las primeras bifurcaciones del nervio ciético.

Se escogieron las falanges distales de los dedos de |os pies por tratarse del area
mas distal del cuerpo de las ratas, inervadas por el nervio mas voluminoso y por ser una
zonaen que se podria aplicar una técnica de doble marcaje con trazadores fluorescentes;
uno de los cuales se inyectaria para marcar la poblacion origina del nervio y € otro
para marcar la poblacién regenerante. Los limites naturales de la zona hacian prever una
limitada difusion de los trazadores, facilitando la reproduccion de las sucesivas
inyecciones.

Para todo ello se procedi6 a definir la distribucién en los ganglios lumbares de
los principales nervios de la extremidad inferior, asi como de las falanges distales de los
dedos de los pies. A continuacion, se procedié a concretar la participacion del nervio
cidtico en su inervacion. Finalmente, se llevaron a cabo las distintas comprobaciones
para estudiar la aplicabilidad de trazadores neuronal es fluorescentes para el estudio de la
selectividad de |a regeneracion.

5.1. Aspectos anatomicos

5.1.1 Somatotopia. Articulos 1y 2.

Los principales nervios encargados de recoger la informacion sensitiva de la
extremidad inferior son el femora y € cidtico. Las aferentes del nervio femoral se
distribuyen desde L2 a L4, ganglio en que coincide con € nervio ciatico, € cua se
distribuye principamente desde L4 a L6, con aguna aferente en L3. Segin los
resultados del presente estudio, ambos nervios se hallan en zonas diferenciadas dentro
del ganglio L4, con una zona intermedia de solapamiento entre ambas poblaciones. Si
bien la perfecta organizacion de las aferentes habia sido repetidamente descrita en la
médula espinal (Swett y Woolf, 1985; Grant, 1993), solamente se habia apreciado
anteriormente una clara organizacion en los ganglios en ratas embrionarias (Wessels,
1990; Mirnics y Koerber, 1995) o neonatales (Wessels y Marani; 1993), aunque
también se habia descrito cierto grado de organizacion en animales adultos de otras
especies como larana (Corner et al, 1978) y €l gato (Kausz y Rethely, 1985).

Si bien la organizacién segregada de los nervios femoral y ciatico es claraen L4,
resulta més dificil confirmar la existencia de una organizacion somatotopica a analizar
areas més distales, como las falanges distales de los dedos de |os pies. Aunque se puede
percibir cierta tendencia de sus neuronas a distribuirse en determinadas partes del
ganglio y no en otras, lo cierto es que las células se hallan mas difusamente localizadas.
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Asi, sdlo a integrar las diferentes proyecciones de los distintos dedos en un solo
ganglio, se apreciaba cierta tendencia de las neuronas del dedo 4 a situarse en las partes
més rostrales de L5, respecto a las neuronas del dedo 5, que se situaban en las partes
mas caudales; distribucion gque se repitio a estudiarla especificamente en otros casos.
En € resto de ganglios, las distintas poblaciones se solapaban. De hecho, ya se habia
descrito previamente en ratas adultas la tendencia de las neuronas sensitivas primarias a
distribuirse en agrupaciones, dentro del tegjido ganglionar, si bien su localizacion
concreta no era reproducible (Peyronnard et al, 1986a, 1990). La organizacién
rostrocaudal de las proyecciones centrales de | as fibras aferentes de |os dedos de los pies
se habia descrito también en las laminas de la médula espinal (Molander y Grant, 1985;
Shortland y Wolf, 1993), pero su correspondiente organizacion en los ganglios resultaba
mas dificil de demostrar (Wessels et al, 1994).

La utilizacion en nuestro estudio de reconstrucciones tridimensionales colabor6
a evidenciar esta abigarrada distribuciéon. Si bien existian numerosos precedentes de
reconstrucciones tridimensionales de estructuras nerviosas (Prats-Galino et al, 1988;
Filiano et a, 1990; Funnel et al, 1990; Peyronnard et al, 1990; Bayer et a, 1991, 1994,
Huang et al, 1993; Mc Ritchie y Tork, 1993; Ishihara et a, 1995), no se trataba de una
técnica extensivamente utilizada para el estudio de la somatotopia.

De haberse hallado una distribucion més definida de las neuronas de un
determinado dedo, podria utilizarse €l estudio de su grado de desestructuracion como un
indice de desvio en lareinervacion de los destinos distales, al igual gue previamente se
habia utilizado la pérdida de organizacion del nucleo del nervio facia o de las
motoneuronas del cidtico (Aldskogiusy Thomander, 1986; Aldskogius et al, 1987) para
estudiar la selectividad en la reinervacion de estas células. Sin embargo, la somatotopia
real de las neuronas que inervan las falanges distales de los dedos de los pies dificulta
un estudio de la selectividad basado Unicamente en criterios de topografia. Resulta
imprescindible pues, desarrollar la técnica complementaria del doble marcaje con
trazadores fluorescentes.

5.1.2. Inervacién de las falanges distales de los dedos de los pies. Articulo 3.

Al redlizar un experimento control que contemplaba la inyeccion de las distintas
falanges distales de los dedos de los pies, asi como la seccion de los nervios ciético y
femoral, se descubri6 la presencia repetida de neuronas marcadas en el ganglio L5,
indicativas de otra fuente de inervacion. La eliminacion de aquellas células tras la
seccién de otras ramas mas proximales del nervio ciético, combinada con la lesién de
los nervios ciatico y femoral, sugeria la participacion de aquellas ramificaciones en la
inervacion distal, probablemente a través de anastdmosis que tenian lugar distalmente a
la zona habitual de seccion-sutura del nervio ciético, en la parte media del muslo. El
estudio detalado de la participacién de cada nervio en las falanges distales llevd a
concretar la participacion mayoritaria del ciatico en todos los dedos, en particular por
sus aferentes de L4 y L5, mientras que & nervio femora vehiculizaba la préctica
totalidad de las aferentes procedentes de L3 y aproximadamente un 10% de las
procedentes de L4 dirigidas a los dedos 1 y 2. El agui denominado nervio
muscul ocutaneo participaba solamente en hasta un 5% de la inervacién procedente de
L5 hacia todos los dedos. Las proyecciones procedentes de L6 eran absolutamente
minoritarias, siendo de 13 neuronas aferentes de media para € total de los cinco dedos.
Las Unicas descripciones previas del nervio que hemos denominado muscul ocutédneo se
limitaban a ilustraciones en gque se representaba su origen en el ciatico proximal, su



32 Discusion

inervacion del musculo biceps y en que se dgjaba incompleto su ramo distal cutaneo
(Greene, 1963). Asimismo, la descripcion de lainervacion del biceps se habia estudiado
especificamente, sin describir e destino del resto de ramos del nervio implicado
(Manzano y McComas, 1988).

En cuanto & nervio femoral, se habia descrito con anterioridad su participacion en
la inervacion de los dedos 1 y 2, asi como de las &reas mas proximaes del dedo 3
(Wiesenfeld-Hallin et a, 1989). En nuestro estudio no se apreciaba que ta inervacion
acanzase las éreas més distales, puesto que las aferentes de aquel dedo quedaban
mayoritariamente eliminadas tras la seccion del nervio ciético. Por tanto, la eleccion de ese
dedo podia congtituir un buen modelo para la regeneracion, al asegurar la préctica
exclusividad del nervio ciético en la inervacion de la faange distal, pero contando con
aferentes del femoral en sus proximidades, que podrian potencialmente enviar colateralesa
la zona denervada, pudiendo también andizar en los mismos experimentos € grado de
colateralizacion desde nervios adyacentes.

5.2 Aspectos técnicos

5.2.1 Marcaje en ramas nerviosas. Articulo 4.

La practica totalidad del doble marcaje tras la aplicacion secuencial de DY y FB
al extremo del nervio ciético sugeria la complementariedad de ambos en el marcaje de
una unica poblacién neuronal.

Con lafinaidad de estudiar la selectividad en la reinervacion de las ramas de la
primera bifurcacion del nervio ci&tico, se podia marcar una de ellas mediante la
inyeccion de uno de los trazadores y volverla a marcar pasado e periodo de
regeneracion. El marcgje de la rama mediante inyeccion se hacia preferible a otras
técnicas por suponer una menor agresion a nervio, aunque hacia temer que el trazador
pudiese no alcanzar la totalidad de las fibras a marcar (Taylor et a, 1983). De todas
formas, se aceptaria como la técnica para marcar a la poblacion original, aunque
solamente se consiguiese marcar una muestra de ella. La aplicacion del segundo
trazador en cpsula, después del periodo de regeneracion si que aseguraria € contacto
del segundo trazador con la totalidad de las fibras que alcanzasen nuevamente la rama,
permitiendo detectar a la totalidad de la subpoblacién de estudio, si regenerase
adecuadamente.

Tras lainyeccion de DY y la aplicacion mediante capsula de FB como segundo
trazador se observo el doble marcaje de mas del 90% de las células que contenian DY,
sin existir diferencias significativas en el nimero de células marcadas con uno u otro, 1o
cual sugeria que tanto la aplicacion de los trazadores en inyeccion como en cdpsula
parecia ser igual de eficaz para marcar las neuronas de laramatibialis del nervio ciético.

En cuanto a qué trazador utilizar en primer lugar y cua en segundo, € nimero
de doble marcadas se reducia drésticamente a utilizar el FB como primer trazador,
seguido de una capsula de DY. Asi, se observaba un 10% de doble marcagje s la
aplicacion era e mismo dia y solamente se alcanzaba un 70% de doble marcagje s la
segunda aplicacion se dilataba unos meses, |o cual resultaba altamente sugestivo de una
interaccion entre el FB y la sucesiva captacion de DY . La secuencia inversa, aplicacion
de DY seguida de marcgje con FB, conseguia en cambio mas del 90% de doble marcaje,
sin disminucion del DY con los meses, resultando por consiguiente preferible esta
segunda combinacion de trazadores.
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De demostrarse eficaz esta combinacion, podia resultar una alternativa a otras ya
ensayadas que comportaban €l uso de FG con HRP (Brushart, 1990) o con Dil (Madison
et a, 1996) o con FB (Popratiloff et al, 2001), trazadores que se visualizan desde
distintos filtros y que, en e caso de HRP, precisan un adicional procesamiento
histoquimico. También resultaria una alternativa al uso de dextran aminas, que precisan
de la seccidn de los nervios para su aplicacion (Fritzsch y Sonntag, 1991).

5.2.2 Marcaje en falanges distales de los dedos de los pies. Articulo 5.

Conseguir un nimero similar de neuronas tras el doble marcaje en las falanges
distales de los dedos de los pies con FB, FG y DY, era sugestivo de que también tras la
aplicacion mediante la inyeccion subcutanea de estos trazadores se mantenia una
eficacia comparable, mientras que se habian encontrado diferencias entre esos
trazadores a aplicarlos en otras localizaciones (Hendry et al, 1986; Horikaway Powell,
1986; Richmond et al, 1994), posiblemente por la diferente capacidad de difusién de los
distintos trazadores al aplicarlos en areas con limites menos precisos. Tras la inyeccion
de la misma cantidad de los trazadores en nuestro estudio se alcanzaban cifras de doble
marcaje de alrededor de un 75%, lo cua era sugestivo de que la zona marcada diferia
ligeramente de inyeccion ainyeccion. El hecho de que con el aumento de la cantidad de
segundo trazador se aumentase también el porcentaje de doble marcaje sugeria que asi
se ayudaba a cubrir la extensiéon del &rea alcanzada en la primera aplicacion entre un
81% y un 84%. Los porcentajes de futuros estudios de regeneracion en gque se usasen
dos trazadores deberian tener en cuenta la dificultad para conseguir un 100% de marcaje
en animales controles, realizando |as correcciones oportunas.

5.2.3 Aplicacion en la regeneracion: “fading” del primer trazador,
capacidad de neuronas regenerantes para captar trazadores, interacciones
en la captacion del segundo trazador. Articulo 6.

Una vez hallados tres trazadores visualizables desde € mismo filtro y que
parecian marcar un nimero similar de neuronas, era oportuno someterlos a una
situacion real de regeneracion para verificar si se mantenia el acimulo en los somas del
fluorocromo que se utilizase como primer trazador, para comprobar |a capacidad de las
neuronas regenerantes para captar de forma homogénea cualquiera de ellos o para
descartar interacciones del primer trazador que interfiriesen la captacion del segundo.

Las primeras diferencias se observaron al aplicar los tres trazadores distalmente
alasutura de nervios ciéticos lesionados que no habian sido anteriormente marcados. El
DY marcO menos neuronas que los otros trazadores, resultando significativamente
menos eficiente que e FG para marcar motoneuronas. Asimismo, ese nimero era aln
menor s se aplicaba a nervios previamente marcados, en particular si las neuronas
originales estaban marcadas con FG, lo cua sugeria un papel adicional de ese trazador
en dificultar la captacion del DY. Las dificultades de neuronas regenerantes para marcar
trazadores habian sido previamente descritas para € enzima HRP (Peyronnard, 1986b,
1988). De los tres trazadores estudiados €l DY es € mas afectado por este fendmeno,
viéndose doblemente limitado cuando existe un marcagje previo con FG.

De nuevo se apreciaban diferencias al comparar el nimero de células que, a los
tres meses de su aplicacion, permanecian marcadas. En este caso € numero de
motoneuronas marcadas con FG era significativamente inferior a del resto de
trazadores. Esta reduccion esa susceptible de ser atribuible a la pérdida del marcaje méas
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que a un efecto téxico de este trazador, aunque este efecto toxico habia sido propuesto
por algunos autores (Garrett et al, 1991; Naumann et al, 2000) y rechazado por otros
(Novikovaet al, 1997). En nuestro estudio, en e grupo inicialmente marcado con FG se
apreciaba paralelamente un incremento de células que solamente presentaban DY, €
segundo trazador aplicado. Todo ello, asi como la similitud de los potenciales
electrofisiol6gicos obtenidos en este grupo respecto a resto, sugeria que se trataba de
células que en algin momento habian contenido FG, que habian perdido su marcaje,
pero gque se encontraban vivas y capacitadas para captar de nuevo otro trazador si tenian
oportunidad. Estos resultados discreparian de un estudio previo que describia la
permanencia del FG durante a menos un afio (Divac y Mogensen, 1990), si bien en
aquel estudio no se precisan |os total es neuronal es, obtenidos en poblaciones del sistema
nervioso central.

Finalmente, €l porcentaje de doble marcaje fue superior en e grupo que recibid
inicialmente DY y sucesivamente FB. En ese grupo también se aprecié hasta un 20% de
células ganglionares y un 8% de motoneuronas que solamente presentaban FB,
acreditando cierta pérdida de marcaje por parte del DY . Este dato parecia contradecirse
con los resultados previos de marcaje DY a los dos meses de su inyeccion en ramas
nerviosas de animales controles, que eran similares a los obtenidos a cabo de cinco
dias. Sin embargo, es posible que en aquel disefio e DY permaneciese en € lugar de
aplicacion (Innocenti et a, 1986; Rende et al, 1991), estando disponible para ser
captado de forma permanente por parte de los axones que proyectaban al nervio tibialis,
puesto que no habian sido lesionados, permitiendo un retrotransporte constante durante
semanas, contribuyendo a mantener el marcaje. En cambio, en € marcaje de la seccion-
sutura, el primer trazador es limpiado del extremo del nervio ciético después de su
aplicacion.

La nula ateracion de los potenciales el ectrofisiol 6gicos después de la inyeccion
de suero fisioldgico en e nervio contribuye a reforzar el uso de esta técnica para la
aplicacion del primer trazador.

Considerando los defectos de marcaje del DY como segundo trazador y la
reduccion del FG en motoneuronas, la combinacion DY-FB presentaba menos
inconvenientes, sl se desea un disefio de doble marcaje. Por otro lado, tanto FB como
FG parecen tener una eficacia similar cuando se usan solos para cuantificar neuronas
regenerantes.

A partir de estas consideraciones se podria también definir un indice de
regeneracion, dividiendo € total de células marcadas con €l segundo trazador del total
de neuronas obtenido en un nervio control, tras la aplicacion de una capsula en €l nervio
ciético y delaperfusion de larata alos cinco dias. En estos experimentos, considerando
el marcaje de FB o0 de FG aplicados después de la regeneracion, y los resultados
obtenidos en € nervio ciatico control, detallados en la seccion Aplicacion en capsula del
apartado 4.2.1, €l porcentaje se situaba arededor del 55%, tanto en ganglios raquideos
como en lamédula espinal.

De todas formas, la seccion bilateral realizada en este estudio puede no hacerlo
estrictamente comparable con otros trabajos en los que se realice una seccién unilateral,
usando la extremidad no lesionada como control, puesto que se han descrito cambios en
el miembro contralateral a lesionado (Patchter y Eberstein, 1991; Koltzenburg et a,
1999; Yamaguchi et al, 1999) que podrian estar interactuando aqui en ambas
extremidades por haber sido lesionadas |as dos.
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5.24 Verificacion de s e primer trazador permanece en e area de
aplicacion, pudiéndose captar varios meses después por axones
regenerantes, pudiendo aparecer ademas en neuronas que no pertenecian a
la pablacién original. En preparacion para publicacion.

Esta posibilidad habia sido sugerida anteriormente para €l trazador FB
(Innocenti et al, 1986; Rende et a, 1991) pero no directamente demostrada. Sin
embargo, del Dil se ha descrito su persistencia objetivable en € lugar de aplicacion
durante meses (Popratiloff et al, 2001).

La seccidn y reparacion del nervio ciético a principio del experimento, junto
con la espera de dos dias para la aplicacion de los trazadores en el nervio tibialis tiene
por objeto impedir que estos trazadores puedan acceder a los somas a través de los
axones originales del nervio. La ausencia de neuronas marcadas en los experimentos
controles, perfundidos a los cinco dias de la seccidn-sutura, nos asegura que este
impedimento es eficaz. Solamente nuevos axones regenerantes que, después de semanas
de regeneracion, lleguen a la zona en que se aplico € trazador podréan encontrar sus
restosy, de estar disponible, podran captarlo y transportarlo hacia el soma. La presencia
de neuronas marcadas en los experimentos en que se aguardaron dos meses de
regeneracion es indicativo de gque este proceso tiene lugar para todos los trazadores
estudiados, siendo el FG e que presenta menos neuronas y € FB el que mas. Aqui
hemos [lamado “ recaptacion” a ese proceso.

Es posible que en e reducido nimero de neuronas marcadas con FG se combine
un efecto de baja “ recaptacion” , con otro de “ fading” , como ya habiamos sugerido en
experimentos anteriores. En cualquier caso, debera considerarse que se puede producir
recaptacion en alrededor del 35% de la poblacion ganglionar si seusaFB, enun 17% si
se usa DY y en un 9% se usa FG, porcentajes que en la médula espina son del 48%,
13% y 3%, respectivamente, debiendo tenerse en cuenta este efecto en experimentos de
regeneracion.

El mismo proceso se reproduce a aplicar los trazadores en las areas mas
distales, los extremos de los dedos de los pies. EI FB se recapta en una proporcion
similar, un 30% de la poblacién, mientras que sdlo unas pocas neuronas (2 de media),
permanecen marcadas con DY y no aparecen neuronas marcadas con FG. Puesto que los
axones acceden a aquellas éreas mas tarde que al nervio tibialis, es posible que € estado
de los trazadores DY y FG ya no sea e adecuado para captarlos. Igualmente, al ser
observados a tres meses, también puede influir cierto “fading” en los somas de
neuronas cuyos axones hubiesen podido regenerar precozmente y captar |os trazadores.
Por tanto, el proceso de “ recaptacion” como interferencia en estudiosen que el DY o €l
FG se utilicen como primeros trazadores en areas distales es practicamente
insignificante.
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5.3 Aspectos de regeneraci On. En preparacion para publicacion.

5.3.1 Cuantificacion de la selectividad en la reinervacion de ramas nerviosas
después dela primera bifurcacién del nervio ciatico.

Estimacion de la reinervacion detectable.

Si bien en experimentos que incluyesen el estudio de la totalidad del nervio
cidtico se podria considerar € numero total de células marcadas visibles como la
maxima supervivencia detectable, a estudiar las ramas nerviosas en particular este
indice no puede emplearse: en caso de un desvio masivo de neuronas podriamos
encontrarnos con una gran poblacion de nuevas regenerantes, dirigidas ahora a hacia la
rama de estudio, y un gran desvio de la poblacién original hacia otros destinos,
obteniendo un nimero superior a de la poblacién inicial en caso de sumar € total de
células marcadas visualizables.

Podemos, sin embargo, establecer un indice de reinervacion, referente al total de
inervacion que recibe la rama de estudio respecto a que disponia inicialmente. En
principio, puesto que la poblacién regenerante contendrd e segundo trazador (FB),
aplicado en capsula, a igual que en la extremidad control, podria compararse €l total de
células marcadas con FB en ambas extremidades. Sin embargo, esta comparacion se ve
afectada por la diferente visuaizacion de FB, segin nos encontremos en € lado
experimental o en el control, observada en estos animales.

En e lado control, el marcaje del DY es muy intenso, probablemente por su
captacion continua en € punto de aplicacion durante meses, obteniéndose unos indices
de doble marcaje con FB de 91.2% en gangliosy de un discreto 79.4% en motoneuronas
en estos animales. Sin embargo, en el lado experimental €l DY solo se capta durante
unos minutos el dia de la primera aplicacion del trazador, desvaneciéndose alo largo del
tiempo y permitiendo un marcaje mas intenso del segundo trazador. Asi, mientras que el
total de FB en € lado experimental se puede corresponder de forma bastante
aproximada con €l total de neuronas regenerantes, €l total de FB en el lado control es
con seguridad ligeramente inferior a la poblacion de la rama en estudio, debido a su
menor visualizacion por la intensidad del DY. De ello se desprende que el indice de
reinervacion calculado mediante € cociente entre el marcaje de FB en las dos
extremidades (95% en ganglios y 93% en la médula espinal) sera una ligera
sobreestimacion de lareinervacion real.

Una opcion para contrarrestar tal sobreestimacion es referir el total de
regenerantes del lado experimental alatotalidad de neuronas marcadas en la extremidad
control. De todas formas, puesto que el nimero total de células marcadas siempre es
ligeramente superior al alcanzado por uno solo de los dos trazadores, € indice asi
calculado (87% en ganglios y 79% en la médula espinal) representa una probable
infraestimacion de lareinervacion.

En cualquier caso, un rango del 87-95% de reinervacion en ganglios y del 79-
93% en la médula espinal nos sugiere de forma bastante aproximada un alto indice de
reinervacion de la rama tibialis después de la seccién-sutura del nervio cidtico. Estos
datos se hallan en la linea de estudios previos, en que los indices de regeneracién
cuantificados eran atos, sugiriendo que la mayoria de neuronas sobreviven y regeneran
(Fritzsch y Sonntag, 1991; Al-Magjed et al, 2000).

No disponemos de datos a partir de estos experimentos para concluir si esta
reinervacion es homogénea en € resto de ramas del ciético. De hecho, este indice de
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reinervacion es superior a indice de regeneracion (apartado 5.2.3), situado alrededor
del 55% en los experimentos de seccion-sutura con marcgje del tronco del nervio
ciético. Por un lado es posible que el grado de reinervacion del resto de ramas del
cidtico sea inferior ala de la rama tibialis, existiendo una regeneracion media del 55%
cuando se considera €l global del nervio. Otra posibilidad es que e grado de
regeneracion en el estudio del tronco del nervio ciético fuese inferior a del estudio de
las ramas por la agresion adicional sufrida por el tronco del nervio durante la aplicacion
de las sucesivas cdpsulas. Asi, en los presentes experimentos, una sola rama del nervio
se expone durante breves minutos para realizar una rapidainyeccion. Lainyeccion esun
mecanismo de aplicacion menos agresivo que la exposicion total del nervio durante
treinta minutos, su seccion, la manipulacion del extremo distal para la colocacion y
retirada de la cdpsula y la realizacion de una sutura sin prealineacion; proceso a que
fueron sometidos los animales en que se calcul6 el indice de regeneracion. Por tanto, es
plausible que la superior manipulacién del nervio haya conducido a una menor
regeneracion en aquel estudio.

De hecho, en algun estudio se han descrito indices de regeneracién en neuronas
sensitivas situados alrededor del 60%, s bien en aquel trabajo & extremo proximal del
nervio seccionado se anastomosaba al extremo distal de un nervio distinto (Baranowsky
et a, 1994), no siendo absolutamente comparable con nuestros datos.

Estimacion dela inervacion perdida.

Entenderemos por inervacion perdida aguel porcentge de las neuronas
originales de una rama que, o bien no han regenerado, o bien lo han hecho desviandose
a otros destinos. En un modelo de trazadores idea el indice de inervacion perdida
deberia ser complementario a de regeneracion selectiva, de forma que uno mas el otro
se deberian corresponder con la totalidad de la inervacion original del nervio. Sin
embargo, por los diferentes procesos que afectan la captacion y visualizacion de los
trazadores, |0s respectivos cocientes son representativos de un indice o del otro, pero no
de forma complementaria, debiéndose establecer, una vez mas, rangos que engloben €l
posible resultado real. En el modelo tedrico de doble marcaje, la inervacién perdida de
la extremidad experimental se corresponderia con las células que presentasen
anicamente el primer trazador.

El total de las células que en la extremidad experimental presentan Unicamente
el trazador aplicado a principio puede referirse a total de células marcadas con €l
mismo trazador en la extremidad control (indice global) o en la misma extremidad
experimental (indice relativo). Aqui, ambos indices dan resultados parecidos, entre €l
7.7y e 87% en los ganglios lumbares y e 7.6 y 12.6% en la médula espinal. La
inervacion perdida real podria ser algo mayor s algunas de las células que fueron
marcadas inicialmente perdieron el trazador por € paso del tiempo, como se discutira
mas adelante. De todas formas, la magnitud real de desvio y fata de regeneracion
podria ser también algo menor si tenemos en cuenta que ni siquiera en los controles €l
segundo trazador suele marcar la totalidad de células marcadas con el primero, dejando
de forma constante un cierto porcentgje de células Unicamente marcadas con éste. En
estos mismos experimentos, € grupo control ya presentaba un 8%-20% de células en
ganglios lumbares y médula espina que solamente estaban marcadas con DY,
porcentajes comparables a los experimentales, por 10 que e nimero de células simple
marcadas atribuibles a posibles desvios seria reducido. Asi pues, el porcentaje de desvio
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objetivable en esta primera bifurcacion del ciatico es minimo, tanto en células
ganglionares como en motoneuronas.

Estudios precedentes ya sugerian que el desvio en las primeras bifurcaciones del
nervio ciético, evaluado aplicando diferentes trazadores en distintas ramas del nervio,
antes de lalesién y después de la regeneracion, y observando que € aumento de células
doble marcadas era minimo (Molander y Aldskogius, 1992). Otras formas directas de
objetivar el desvio incluian la observacion de la ateracion del patron topografico de las
motoneuronas de la médula espinal al estudiar la poblacion regenerante de las ramas
nervio ciético (Aldskogius et al, 1987; Brown y Hardman, 1987; Shenaq et al, 1989), o
del nervio femoral, observando la aparicion de motoneuronas en la rama sensitiva
(Brushart, 1990; Rath y Green, 1991), que si que ponian de manifiesto cierto grado de
desvio, pero que no permitian acreditar el destino de las neuronas sensitivas.

Estimacién de la regeneracion selectiva.

En un modelo tedrico, la forma directa de objetivar el nimero de neuronas que
han regenerado selectivamente se basaria en la cuantificacion de aquellas que presentan
ambos trazadores, €l aplicado al principio y el aplicado después de laregeneracion en la
misma localizacion (FBDY). Sin embargo, debemos tener en cuenta que algunas de
ellas pueden haber sufrido el fendmeno de la*“recaptacion”; es decir, si bien pertenecian
a otras ramas nerviosas, han regenerado erréneamente a la rama de estudio, captando
restos del primer trazador y, a su vez, €l segundo, aplicado para marcar las neuronas
regenerantes, presentando también marcaje de los dos trazadores. En consecuencia, no
todas las células doble marcadas se corresponderian con células que hubiesen
regenerado adecuadamente. En el caso del uso de DY como primer trazador, este
fendmeno podia afectar aproximadamente a un 15% de la poblacion original del nervio
tibialis, como vimos anteriormente. De todas formas, si consideramos que |as neuronas
gue hayan regenerado adecuadamente pueden volver a captar otravez e trazador que ya
poseian, no debemos descontar latotalidad del 15%, especiamente considerando el bajo
numero de desviadas objetivadas antes con el Unico marcaje del primer trazador.

El nimero de células doble marcadas se podria referir a total de la poblacion
original en la rama experimental, identificada como la totalidad de las que presentan el
primer trazador (FBDY+DY)ep, Obteniendo asi una selectividad de un 90%
aproximadamente, tanto en ganglios raquideos como en la médula espinal. De todas
formas, este cociente, representativo de la regeneracion selectiva relativa, podria no ser
el més adecuado considerando que € total de células que permanecen marcadas en €l
lado experimental puede ser menor del esperable por un mayor “fading” en esa
extremidad (ver estimaciones de reinervacion detectable en € presente apartado de la
Discusion).

Podriamos, en cambio, comparar también e nimero de neuronas doble
marcadas con el de las marcadas con € primer trazador en la extremidad control,
representativas de la poblacion original. Por 1o comentado anteriormente el grado de
“fading” de esta poblacién seria minimo por la existencia del fendmeno de captacion
continua de trazador desde el punto de aplicacién. El nuevo porcentaje, asi calculado, se
reduciria al 74% en células ganglionares y a 53% en motoneuronas. De nuevo cabe
sefidar, no obstante, que el porcentagje de doble marcaje en la extremidad control no es
del 100%, por lo que seria oportuno comparar los porcentgjes anteriores con sus
respectivos en la extremidad control, es decir, a los obtenidos tras dividir €l total de
dobles marcadas en la extremidad control respecto a total del primer trazador en esa
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extremidad. Alcanzamos asi €l indice de reinervaciéon selectiva global, que seria del
81.9% en los ganglios y del 66.5% en la médula espinal. Este indice, a su vez, incluye
una cierta sobreestimacion, puesto que € total de doble marcaje en la extremidad
control, que se sittia en el denominador del cociente, esté ligeramente disminuido por €l
intenso marcgje del DY que dificultalavisualizacién del FB.

La mayor facilidad de las neuronas sensitivas para regenerar habia sido
propuesta previamente (Suzuki et a, 1998). Asimismo, la selectividad de las neuronas,
tanto sensitivas como motoras, para escoger su rama de origen también habia sido
previamente descrita mediante técnicas de doble marcaje en € nervio femoral (Madison
et al, 1996). No obstante, en aquel estudio no se discutio el posible efecto de una
eventual “ recaptacion” en los resultados.

Estimacion del “ fading” del primer trazador.

El total de células marcadas con € segundo trazador en la extremidad
experimental respecto a la extremidad control se corresponderia con e indice de
reinervacion -un 87-95% en células ganglionares y un 79-93% en motoneuronas en
estos experimentos-. Se podria pensar que en €l caso de un grado de reinervacion
homogéneo entre todas las ramas del nervio ciético tras la lesion-sutura, € indice
hallado en una rama podria corresponderse con € nimero de neuronas supervivientes
detectables, pues todas aquellas que han regenerado y captado €l segundo trazador
deben estar vivas. De aplicarse entonces estos porcentagjes al total de células marcadas
con DY en la extremidad control, se obtendria e nimero de células que es esperable
encontrar con e mismo trazador, e destinado a marcar la poblacién origina en la
extremidad experimental. La relacion entre el nimero esperable y el hallado se podria
atribuir a desaparicion del marcaje, “ fading” , que seria mayor o menor segun se aplique
€l IRmax 0 € IRmin.

Los porcentajes asi obtenidos, 4-11% en los ganglios y 13-33% en la médula
espinal, podrian ser una infraestimacion del verdadero grado de “ fading” si tenemos en
cuenta la posible existencia de una poblacion origina superviviente que no haya
regenerado, pero que hubiera tenido acceso ala captacion del primer trazador y a su vez
también lo haya perdido. Al haber cuantificado el nimero de marcaje esperable a partir
del indice de reinervacién, que no contempla aquella poblacién, estamos infraestimando
el DY que deberia encontrarse y, en consecuencia, infraestimando el proceso. En
cualquier caso, dado que el indice de reinervacion es alto en estos experimentos,
alrededor del 90% de la poblacion original, € porcentaje de neuronas supervivientes no
regenerantes seria reducido, afectando poco a porcentaje de “ fading” calculado.

También debe tenerse en cuenta la posible afectacion del indice por el proceso
de “recaptacion’. En ese supuesto, las neuronas regenerantes, originariamente
pertenecientes a otras ramas y ahora desviadas hacia nuestra rama de estudio, captarian
a su vez €l trazador aplicado meses atras, €l DY, sumandose a las pertenecientes a la
poblacion original, obteniéndose una cifra de DY mayor a la esperable a partir de
cdlculos basados en € indice de reinervacion. Al encontrarse mas DY, € “fading”
calculado seria menor, traduciéndose de nuevo en una infraestimacion del “fading”
real. Considerando que el grado de recaptacion del DY se sitlia alrededor del 15%, en €l
peor de los casos el “ fading” podria estar infraestimado en esa magnitud. Sin embargo,
considerando el ato grado de regeneracion selectiva, junto con el bao indice de
inervacion perdida, y por tanto, una poblacién reducida de nuevas desviadas que



40 Discusién

implicaria una reducida “recaptacion”, parece plausible que € “fading” real esté
comprendido alrededor del rango calculado iniciamente.

En cualquier caso, la homogeneidad en el indice de reinervacion de las distintas
ramas del cidtico es un requisito para la aplicacion de estos calculos. Para explicar este
requisito, supongamos el caso hipotético de un desvio masivo de neuronas de otras
ramas hacia la rama de estudio, desplazando a la poblacion original, que podria no
inervar otros destinos y morir, perdiendo asi €l marcgje. El “ fading” calculado a partir
del indice de reinervacion de la rama origina por parte de nuevas neuronas estaria
presuponiendo la existencia de una poblacion origina que en realidad habria muerto.
Sin embargo, s la poblacién original regenerase en grado similar a nuevos destinos del
mismo nervio ciético, €l indice de “ fading” calculado a partir del indice de reinervacion
seria aplicable. De nuevo, € ato grado de regeneracion selectiva en los resultados
presentados y € bajo grado de inervacion perdida nos permiten aplicar los célculos de
“fading” alos presentes resultados con un razonable margen de seguridad.

El problema del “ fading” de los trazadores ha sido principalmente abordado en
estudios directamente disefiados para evaluar la permanencia de éstos (Novikova et al,
1997), pero no hemos encontrado referencias de su interferencia en estudios de
regeneracion selectiva en ramas nerviosas. Si que se ha analizado, sin embargo, en
algin estudio de regeneracion selectiva de los destinos distales, asi que su implicacion
sera discutida en ese apartado.

5.3.2 Cuantificacion de la selectividad en la reinervacion de las falanges
distales delos dedos de los piesy dela colateralizacidn de nervios adyacentes
no lesionados hacia territorios denervados.

En estos experimentos se pretendia evaluar la regeneracion del nervio ciatico asi
como la contribucién de nervios adyacentes a la inervacion del territorio que hubiese
quedado temporalmente denervado. Puesto que la aplicacion de cualquier trazador en
capsula permite € marcaje de la préactica totalidad de las neuronas de un nervio
determinado, se asumiod que las neuronas que no presentasen FG, el trazador aplicado en
los nervios femoral y muscul ocutaneo, pertenecerian al nervio ciético y serian, pues, las
que se emplearian para los calculos de los indices de reinervacion y regeneracion de tal
nervio.

Estimacion de la reinervacion detectable.

En el apartado de reinervacion de ramas nerviosas se comentaba €l por qué el
numero total de células regenerantes, marcadas con e segundo trazador, se comparaba
con € total de células marcadas con el mismo trazador en la extremidad control o con el
total de células marcadas con cualquiera de los trazadores en aquella extremidad, por las
diferencias existentes en la visualizaciéon del FB debidas a la intensidad del marcaje del
DY en los controles en aguellos experimentos.

Sin embargo, nuevas consideraciones deben tenerse en cuenta a aplicar €
modelo en areas distales. Cuando €l DY es usado como primer trazador para marcar las
células que proyectan a los dedos, acaba presentado una intensidad de marcaje similar
en ambas extremidades. Este hecho puede explicarse por varias razones. En primer
lugar, la aplicacién directa de trazador en el nervio puede producir una mayor captacion
en comparacion con la aplicacion subcutanea. En segundo lugar, parece ser que el DY
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se degrada en €l lugar de aplicacion antes de los tres meses de regeneracion, como lo
sugiere € bajo indice de recaptacion de este trazador en areas distales, que es
précticamente nulo, mientras que ascendia a un 15% aproximadamente cuando se
aplicaba en € nervio tibialis. Por tanto, aungue en la extremidad control el DY se haya
podido estar captando de manera continua durante més tiempo, no se produce su
captacion a lo largo de todo el periodo, pudiendo tener lugar cierto grado de “ fading”
también en aquella extremidad.

Si incluso en ramas nerviosas, cuando €l marcaje de DY era probablemente mas
intenso, el FB conseguia marcar hasta el 90% de la poblacion, podemos suponer que en
areas distales el marcagje de FB represente con bastante precision a la totalidad de
células regenerantes en la extremidad experimental y a la poblacion control en la otra.
Por tanto, € indice maximo de reinervacion, obtenido a comparar el FB de ambas
extremidades, situado en el 59% en estos casos, puede ser muy aproximado, teniendo
menos sentido el usar complementariamente € indice minimo de reinervacion, por
representar una segura infraestimacion.

Este indice de reinervacién se sitGa por debajo del hallado en areas proximales.
Es posible que la mayor dificultad en sortear las sucesivas bifurcaciones del nervio
cidtico haya afectado a numero total de axones que lleguen a la periferia. Es posible
también que € mayor tiempo de supervivencia del animal (un mes mas respecto al
estudio de las ramas nerviosas), para asegurar que los axones regenerantes tuviesen la
oportunidad de alcanzar sus destinos mas distales, haya contribuido a una mayor muerte
neuronal. Es conocido que el nimero de células sensitivas que mueren tras una lesion
aumenta con el paso de los meses. Asi, algunas células que en € estudio de las ramas,
realizado a dos meses de la seccion-sutura, pudiesen estar en proceso de muerte, podrian
estar ya ausentes al cabo de tres meses. En cualquier caso, €l indice de reinervacion en
areas distales se sittia alrededor del indice de regeneracién en nervios, calculado en un
55% a estudiar € tronco del nervio cidtico, después de un tiempo similar de
supervivencia, siendo plausible esta tltima explicacion.

En estudios de seccion del nervio ciatico se han descrito porcentajes de pérdida
de un 30% de las poblaciones ganglionares (Arvidsson et al., 1986; Himes y Tesdler,
1989; Ygge, 1989; Verestergaard et al., 1997; Ljungberg et al., 1999). El estimar cifras
de alrededor del 60% de reinervacion en areas distales en nuestros animales seria pues
indicativo de que la mayoria de neuronas supervivientes regeneran. En aquellos
trabajos, sin embargo, €l nervio no se repard, desconociéndose si por ello se detectd una
pérdida neuronal de aguella magnitud. Desafortunadamente, no se han encontrado otros
estudios especificos sobre cuantificacion de muerte neuronal de neuronas sensitivas del
nervio ciatico después de una seccion-sutura.

Estimacion de la inervacion perdida.

Si bien en el correspondiente apartado del estudio de la reinervacion en ramas
nerviosas los indices de inervacién perdida globa y relativa eran parecidos, en areas
distales no ocurre asi.

De nuevo, € total de células marcadas Unicamente con € primer trazador puede
considerarse como orientativo de las células que, o bien no han regenerado, o 10 han
hecho hacia otros destinos. De todas formas, en areas més distales es habitual encontrar
un nuimero considerable de células que no son alcanzadas por lainyeccion del segundo
trazador, que no suele cubrir la totalidad del area marcada por el primero. Asi, en
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controles, e porcentgje de células marcadas Unicamente con el primer trazador
representa ya el 18.3+10.6% del total de marcadas por éste. Cuando en el célculo del
indice global de inervacion perdida se compara €l total de células simple marcadas con
el primer trazador de la extremidad experimental con el total de marcadas con el primer
trazador de la extremidad control, el porcentge es parecido (15.2%), sugiriendo de
entrada una inervacion perdida minima. Sin embargo, al calcular e indice relativo de
inervacion perdida, comparando €l total de marcadas solo con € primer trazador con €l
total de marcadas con e mismo trazador en la extremidad experimental, €l porcentaje
asciende hasta € 43.8%, siendo significativamente distinto. De haber existido un
importante “ fading” en estos experimentos (ver mas adelante), es posible que el nimero
absoluto de células que contengan Unicamente el primer trazador sea muy reducido, por
lo que al referirlo alaextremidad control, en que el “ fading” puede ser menor por cierta
“recaptacion”, se esté infraestimando notablemente la inervacion perdida. Sin embargo,
s e mismo nimero absoluto de células marcadas sblo con e primer trazador se
compara con la muestra de células que permanecen marcadas con € mismo en la
extremidad experimental, se obtiene un indice mayor que puede ser mas representativo
delapérdidareal de selectividad en aquella extremidad.

Asimismo, la inervacion perdida en areas distales es significativamente superior
alahallada en éreas proximales, probablemente debido alas dificultades de encontrar €
camino correcto por parte de los axones, ante las sucesivas bifurcaciones nerviosas
antes de alcanzar el destino final.

Para estos célculos y los que se comentan a continuacion se excluyé e caso
R136, puesto que la inyeccién de DY en la extremidad control resultd deficiente,
marcando un nimero muy inferior de células al habitual y no permitiendo usar ese valor
como referencia de las neuronas halladas en la extremidad experimental de ese animal.

Para la demostracién de la existencia de neuronas desviadas reinervando
destinos distales se ha combinado el uso de técnicas basadas en trazadores fluorescentes
con la deteccion de la alteracién somatotdpica en los nicleos de las neuronas de origen
(Rende et al, 1991; Ito y Kudo, 1994; Popratiloff et al, 2001). Las conexiones
incorrectas se demostraban también por la aparicion de células doble marcadas después
de aplicar trazadores en destinos distintos, demostrando la emisién de mudltiples
colaterales por parte de una sola neurona (Henning y Dietrichs, 1994; Ito y Kudo,
1994). No obstante, son precisos estudios a largo plazo para verificar la progresiva
desaparicion de las neuronas desviadas a favor de la reinervacion selectiva, tal como se
ha sugerido en el sistema visual en peces (Becker y Cook, 1988), en las motoneuronas
del nervio facia (Itoy Kudo, 1994) y del nervio cidtico en larata (Henning y Dietrichs,
1994).

No hemos encontrado estudios de doble marcaje en que se evale
especificamente el desvio y la falta de regeneracion en areas distales analizando las
neuronas marcadas Unicamente con un trazador aplicado inicialmente para marcar la
poblacion original, como proponemos en el presente trabajo.

Estimacion de |a regeneracion selectiva.

Recordando € modelo tedrico, la forma directa de objetivar e numero de
neuronas que han regenerado selectivamente se basaria en la cuantificacion de aquellas
gue presentan ambos trazadores, el aplicado al principio y €l aplicado después de la
regeneracion en lamismalocalizacion (FBDY). En éreas proximales esta consideracion
se veia afectada por € proceso de recaptacion. Sin embargo, la recaptacion del DY en



Discusién 43

&reas distales es préacticamente nula, por 1o que las células doble marcadas se pueden
realmente considerar como células regenerantes que han vuelto a sus destinos
originales, reinervandola selectivamente. Se descartaria, por tanto, que exista un nimero
importante de células que, desviadas a érea de estudio desde otras procedencias,
presenten ambos trazadores.

Si e nidmero de células doble marcadas se refiere a total de la poblacion
original en la rama experimental, identificada como la totalidad de las que presentan el
primer trazador (FBDY +DY ey, Se oObtiene un indice de regeneracion selectiva relativa
del 56%. Sin embargo, recordemos que este cociente puede estar afectado por un mayor
“fading” en la extremidad experimental (ver apartado Estimacion de la reinervacion
detectable en la seccion 5.3.1 de regeneracion en ramas nerviosas). ASimismo, S
existiese cierto nUmero de células ganglionares que hubiesen muerto, este porcentaje de
selectividad podria estar siendo referido solamente a neuronas supervivientes,
resultando mayor a real. Para neutralizar este efecto, puede ser oportuno comparar estas
células doble marcadas a las de la extremidad control, como se contempla en € indice
de regeneracion selectiva global, situado alrededor del 22% en estos experimentos.

La regeneracion selectiva en areas distales es notablemente inferior a la
detectada en areas proximales. Si en agquéllas mas de la mitad de los axones parecian
reinervar sus destinos previos, agui no parece alcanzar la cuarta parte de la poblacion
original. Este dato es complementario al alto grado de inervacion perdida cuantificado
anteriormente, y apoya la hipétesis de que las sucesivas bifurcaciones del nervio
dificultan el hallar e camino correcto.

Si bien no se han encontrado estudios que analicen la reinervacion sensitiva
distal, existen algunos trabaj os basados en técnicas de doble marcaje en que se evallala
reinervacion selectiva motora, aplicando un trazador a principio para marcar la
poblacion original y uno a final, en la misma localizacion, para marcar la poblacion
regenerante. Para ello se han ensayado diferentes combinaciones en diferentes sistemas.
Asi, el DY se ha combinado con HRP (Wigston y Kennedy, 1987) o FB (Hendry et a,
1986; Rende et a, 1991), mientras que otros han probado e FB con FG o Dil
(Popratiloff et al, 2001). Asi, se describe una cierta tendencia de las neuronas a
reinervar sus destinos previos con una selectividad que oscilaria entre e 52% en €l
globo ocular (Hendry et a, 1986) y e 30-69% en la musculatura de la extremidad
inferior (Wigston y Kennedy, 1987; Rende et al, 1991). Sin embardo, los musculos
estudiados en los trabgjos referenciados se hallaban en zonas mas proximales de la
extremidad, pudiendo por ello presentar un mayor grado de reinervacion selectiva que la
cuantificada en las falanges distales. Por otro lado, por las propias caracteristicas del
globo ocular, la comparacion con los resultados de regeneracion en los dedos puede
resultar inadecuada.

Por otra parte, en los experimentos aqui presentados |lamaba también la atencion
la significativa diferencia en el grado de regeneracion selectiva entre el ganglio L4 (14-
43%) y € ganglio L5 (44-71%), diferencia que no se reproducia en los controles (77-
85%). Estas diferencias podian ser atribuibles a una mayor selectividad en la
reinervacion por parte de las neuronas pertenecientes a L5 respecto a las de L4, quizas
por su posicion en los fasciculos del nervio, que podian quedar mejor situadas en €l
momento de la sutura, y regenerar mejor hacia sus destinos previos. Otra posibilidad,
aunque remota, era que existiese otra fuente de inervacion no determinada, cuyas
terminaciones se situasen en un territorio adyacente y que, después de la lesion del
nervio ciatico, extendiese sus colaterales hacia €l territorio denervado, captando €l
primer trazador y, més tarde, €l segundo. Con el fin de dilucidar esta cuestion se disefio
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el experimento comentado en el apartado ‘Mayor selectividad de las neuronas de L5
para regenerar vs. persistencia de otras fuentes de inervacion intactas .

No se han encontrado estudios previos en que se analice explicitamente la
posible diferencia en la capacidad regenerativa de ganglios distintos.

Estimacién del “ fading” del primer trazador.

Las consideraciones sobre “fading” en € apartado de reinervacion de ramas
nerviosas son también validas agui. En éreas distales, ademas, al no afectarse los indices
por la posible recaptacion, éstos son méas aproximados. En cualquier caso, no existen
diferencias significativas en cuanto al grado de “fading” entre unos experimentos y
otros, aungue agui el tiempo de supervivencia fue de un mes mas.

Cabe suponer que esta pérdida de marcaje sea Unicamente debida al paso de los
meses, y, por tanto, homogénea en todas las poblaciones del nervio, de manera que las
neuronas que permanecen visibles representen una muestra aeatoria del total de las
originaes. En tal caso, las estimaciones de regeneracion y selectividad se gjustarian a
losreales.

El andlisis explicito del “ fading” del primer trazador aplicado se harealizado en
pocos estudios. Asi, se confirmaba que aproximadamente un 25% de la poblacion
marcada con HRP desaparecia en un plazo de 50 dias, mientras que la poblacion de DY
permanecia o incluso aumentaba en un mismo estudio (Wigston y Kennedy, 1987). Por
el contrario, otros trabajos argumentan que la “recaptacion” puede implicar mas bien
un aumento de la poblacién de neuronas que presente el primer trazador (Rende et al,
1991), con una mayor repercusion en los resultados.

Estimaciones de colateralizacion.

En estos experimentos se habia aplicado FG tanto en €l nervio femoral como en
el nervio musculocutaneo. Para discernir entre las neuronas de los dedos que
probablemente vigjaban a través de uno u otro era preciso recordar los resultados
comentados en el apartado 5.1.2, correspondiente a la distribucién de los nervios en los
ganglios asi como su participacién en lainervacion de los dedos. Alli se habia descrito
la eliminacion de las aferentes de L4 tras la reseccion del nervio femoral, afiadida a la
del nervio ciético. Por otro lado, las aferentes del nervio musculocuténeo nunca
aparecieron doble marcadas en ese ganglio, sugiriendo que no participaban en la
inervacion de los dedos de los pies. Por tanto, en este estudio de colateralizacion, las
células marcadas en L4 con FG y con |os trazadores aplicados en |0s pies se atribuyeron
al nervio femoral. Por otro lado, la inexistencia de neuronas del nervio femoral en L5
nos permitié atribuir a nervio musculocutaneo las neuronas que presentaban FG en ese
ganglio.

Nervio femoral

Estudios precedentes habian descrito la expansion de terminaciones procedentes
del nervio safeno hacia territorios adyacentes denervados tras la lesion del nervio ciético
(Kinnman y Aldskogius, 1986; Wiesenfeld-Hallin et al, 1989; Kinnman et al, 1992). Sin
embargo, solamente en tres de |os sei's casos estudiados aqui se encontré representacion
del femoral en neuronas Unicamente marcadas con e segundo trazador, sugestivas de
células que, sin pertenecer originalmente a la zona, habian llegado a ella a través de
otros nervios tras la lesion del nervio cidtico. En consecuencia, esta representacion
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solamente se limitaba a un 5.7% sobre la totalidad de lainervacion del dedo en el mejor
de los casos, no habiendo diferencias respecto a los controles, por lo que es dificil
suponer que posibles colaterales procedentes del nervio femoral, que estudios
precedentes han demostrado gue inerva las partes més proximales del dedo de estudio
(Wiesenfeld-Hallin et al, 1989), puedan estar gerciendo una verdadera compensacion
tras una eventual denervacion del ciatico.

Nervio muscul ocutaneo

Solamente se aprecio representacion del nervio musculocutdneo en tres de los
seis casos experimentales y, en todos los casos, las células que podian pertenecer a este
nervio se hallaban también marcadas con el primer trazador. Ello nos sugiere que estas
terminaciones estaban ya presentes antes de iniciar lalesion del nervio ciatico. Un solo
caso presentd otras tres neuronas en que aparecian Unicamente € segundo de los
trazadores aplicados en los dedos y el aplicado en el nervio, siendo potencialmente
atribuibles a colateralizacion desde € nervio muscul ocutaneo.

Un solo caso presentd representacion del nervio tanto en la extremidad
experimental como la control, mientras que en los experimentos de inervacion de los
dedos se describia una representacion constante en todos los casos. Esta discrepancia
puede explicarse porque en aguellos experimentos se exploraba globalmente la
participacion de esta fuente de inervacion en el conjunto de dedos laterales o mediales,
sin particularizar en un dedo en particular. Podria ocurrir, por tanto, que la participacion
concreta en €l dedo 3 fuese inconstante. En cualquier caso, |a representacién maxima de
este nervio fue del 4% sobre € total de la inervacion del dedo, por lo que también es
cuestionable su posible papel compensador en casos de denervacion.

Debe tenerse en cuenta que €l periodo total de estudio fue de tres mesesy que la
pronta reinervacion del territorio a través del propio nervio ciatico puede hacer
infravalorar la capacidad real de colateralizacion por parte de estos nervios adyacentes
en caso de una denervacion perdurable en el tiempo. Son precisos pues nuevos trabajos
que evalten el impacto de los nuevos nervios descritos en la compensacion del territorio
del nervio cidtico cuando este Ultimo no pueda regenerar. De hecho, estan descritas
importantes remodelaciones en la médula espina tras deaferentizaciones cronicas
(Markus et al, 1984; Molander et al, 1988; Wilson y Kitchener 1996; Doubell et a,
1997; Mannion et al, 1998), pero existen menos referencias alos cambios periféricos.

Por otra parte, estudios en humanos confirman la recuperacion de parte de la
sensibilidad en los limites de los territorios denervados, atribuibles ala expansion de las
terminaciones de los nervios que permanecen intactos (Aszmann et a, 1996; Hedly et
al, 1996). Por tanto, cabe confiar en e futuro en el papel que pueden desempefiar las
fuentes de inervacion vecinas.

Mayor selectividad de las neuronas de L5 para regenerar vs. persistencia de
otras fuentes de inervacion intactas.

Cabe recordar que después de tres meses de una seccién-sutura unilateral del
nervio ciatico éste fue resecado bilateralmente, tras o que se aplico FB en el dedo 3y
cinco dias mas tarde se procedio a la reseccién del resto de nerviosy ala inyeccion de
todos los dedos con FG. Tanto las extremidades experimentales como las controles
presentaron de 1 a 3 neuronas con FB en L5 o L6 en todos los casos, aunque sin
diferencias significativas. En ningln caso estas neuronas, que no vigan a través del
nervio ciético, pueden explicar e ato porcentaje de doble marcaje en L5 hallado en los
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estudios experimentales, pues las fuentes aternativas a este nervio demuestran aqui
tener una representatividad escasa. Probablemente estas neuronas provenian del nervio
musculocutaneo, nervio que fue seccionado dias mas tarde a la inyeccion de FB. La
préctica ausencia de neuronas marcadas con FG confirma la eliminacion de la
inervacion adyacente tras la sucesiva reseccion de los nervios femoral y
musculocutaneo, si bien la presencia de 2 células en L6 en un animal, degja la puerta
abierta a hallar en un futuro alguna otra colateral que, en cualquier caso, seria de poca
relevanciaglobal en laregeneracion de las falanges distales de |os dedos de los pies.

Como ya se sefial6 anteriormente, no se han encontrado referencias a estudios
gue aborden especificamente esta cuestion.

5.4 Consideraciones sobre contaje neuronal.

En cada seccion obtenida por microtomia, toda neurona que se encuentre en la
zona limitrofe del corte puede fragmentarse, apareciendo en varios cortes sucesivos,
dependiendo de su didmetro y del grosor de las secciones. Por tanto, el contagje de las
neuronas que aparecen en una muestra de los cortes y su multiplicacion por € nimero
total de €ellos, resulta en una sobreestimacion del niUmero total de células. El problema es
aplicable a cualquier unidad de contaje (neuronas, nicleos, nucléolos...), si bien cuanto
menor sea e diametro de esa unidad y mayor sea € grosor del corte, se minimiza €l
error. Clasicamente se habian descrito formulas para compensar este efecto, basadas
Gnicamente en los diametros de la unidad de contgje y los grosores del corte
(Abercrombie, 1946) o que también consideraban el diametro de las particulas invisibles
(Floderus, 1944; Koénigsmark, 1970). Algunos autores no tienen en cuenta estas fuentes
de sesgo (Popratiloff et al, 2001), mientras que se pueden encontrar trabajos en que se
han corregido los datos con estos métodos, especialmente el de Abercrombie, hasta
fechas recientes (Rath y Green, 1991; Molander y Aldskogius, 1992; Brushart, 1993;
Al-Mged et a, 2000). Sin embargo, segun los datos de algunos estudios de calibracion
de los diferentes métodos estereoldgicos, basados en simulaciones por ordenador
(Smolen et al, 1983) 0 en &l contgje del nimero real de neuronas (Coggeshall, 1990), los
métodos clésicos de correccion podian infraestimar o sobreestimar los verdaderos
resultados.

A mediados de los afios ochenta se describi6 € disector (Sterio, 1984), un nuevo
método estereoldgico sobre el que se basan la mayoria de estudios estrictamente
cuantitativos sobre el sistema nervioso. Se combina con el principio del fraccionador
(Gundersen, 1986), basado en cuantificar Unicamente en una franja del total del grosor
del corte, asi como en una fraccion del area total de la seccién, y, a su vez, en una
muestra del total de secciones. En la actualidad, estas fracciones se escogen
aleatoriamente a través de un ordenador adaptado a un microcator, acoplado a su vez a
microscopio, que permite e consiguiente desplazamiento de la seccion. En principio, se
habia considerado que este método neutralizaba los sesgos de los métodos clasicos. Sin
embargo, nuevos estudios sugieren que, debido a problemas histoldgicos, e disector
incluye otras fuentes de error que impiden una estimacion precisa del nimero total de
neuronas (Hatton y Von Bartheld, 1999), y algunos autores proponen muestreos
aleatorios no sistematicos (Dorph-Petersen et a, 2000). Al iniciar nuestros
experimentos en 1995 no disponiamos de la tecnol ogia adecuada para aplicar €l disector
Optico a microscopia de fluorescencia ultravioleta y las secciones no se hallaban
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orientadas aeatoriamente, con tal de facilitar su reconstruccion tridimensional y la
comparabilidad entre los diferentes grupos de nuestros experimentos. Ademas, a
estudiar las neuronas que proyectaban a los dedos de los pies, € nimero de células por
seccion era muy reducido y variable. Por otro lado, tanto las neuronas de los dedos de
los pies como, fundamentalmente, |as neuronas sensitivas de 10s nervios no se disponian
aleatoriamente dentro del ganglio. En cualquier caso, las primeras descripciones
técnicas para € uso del disector en secciones procedentes de criomicrotomia son muy
recientes (Messina et al, 2000). En secciones obtenidas por congelacion es preciso
averiguar e grosor final real, para corregir € encogimiento que sufren, sin asumir que
coincide con € grosor de corte en el microtomo. Cabe destacar, sin embargo, que la
poblacion estimada mediante € disector ptico de las motoneuronas del nervio cidtico
tras e marcaje con FB (Messina et al, 2000) es cas € doble de la encontrada en
nuestros animales, ya antes de realizar ninguna correccion, asi como el doble también
de la descrita por otros autores (Swett et a, 1986). Puesto que nuestras cifras
corresponden alos contajes en una muestra de los cortes, el multiplicarlas por el nimero
de cortes genera una segura sobreestimacion del niumero real de células por los
problemas de fraccionamiento de las neuronas descritos anteriormente. Por tanto, no
conseguimos explicar por qué las primeras estimaciones basadas en €l disector optico
son alin mayores.

Para una mayor precision de las cifras aportadas, se procedio, en el estudio de la
distribucion de las neuronas af erentes de las falanges distales de los dedos de los pies, a
calcular un indice de correccién empirico averiguando el nimero total real de neuronas
a partir de contabilizar cada célula una sola vez, identificandola en sucesivas
superposiciones de los cortes. Cuando el nimero real se referia al nimero obtenido tras
los contgjes en una muestra de secciones, se obtenia el factor de correcciéon deseado.
Procedimientos comparables se habian utilizado previamente (Coggeshall y Chung,
1984; Pover y Coggeshall, 1991). Sin embargo, la obtencidn del factor de correccion
requiere una laboriosa reconstruccion de la poblacion neuronal. Ademas, € factor de
correccion obtenido en e estudio de los dedos no puede aplicarse a las cifras
correspondientes al marcaje del nervio ciético, pues €l grosor de los cortes es distinto.
Por afladidura, la reconstruccion de perfiles después del marcaje directo del nervio
resultaria ain mas dificultosa s tenemos en cuenta que se obtienen unas 70 secciones
por ganglio, que pueden visualizarse hasta 150 neuronas por corte, y que éstas a su vez
deberian identificarse en las sucesivas secciones adyacentes. Cabria verificar asmismo
gue no hubiese ninguna alteracion selectiva en los experimentos de regeneracién, siendo
oportuno obtener un factor de correccion de cada poblacion neuronal, puesto que las
caracteristicas de los somas de las poblaciones regenerantes respecto a las que no han
regenerado podrian ser distintas (Crews y Wigston, 1990), aunque algunos autores no
detectan diferencias sustanciales (Pollin et al, 1991).

Considerando, sin embargo, que se han detectado problemas de marcae
asociados a uso de los trazadores fluorescentes estudiados —*recaptacion”, “ fading” ,
etc- que interfieren seriamente la interpretacion de los resultados y la obtencidn de
indices més precisos de regeneracion, reduciéndolos a datos semi-cuantitativos, se ha
decidido reservar la busgueda de una correccién empirica y la puesta en marcha de la
metodologia estereoldgica del disector dptico al hallazgo de una combinacion de
trazadores mas satisfactoria. En su dia, sera posible aplicar una correccion a los
resultados de los contajes simples agui presentados para contrarrestar 10s sesgos que
contienen.
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6. CONCLUSIONES

1. Existe una distribucién somatotdpica de las neuronas aferentes que proyectan a la
extremidad posterior en los ganglios lumbares, claramente visualizable a estudiar
las poblaciones que proyectan a los principales nervios de la extremidad posterior
-femoral y ciatico- y més solapada en las poblaciones que proyectan a areas mas
distales.

2. El solapamiento en las poblaciones neuronales que proyectan distalmente dificulta el
estudio de la reinervacion selectiva por medio de la simple observacion de
alteraciones en € patron anatdbmico, por lo que es preciso un estudio
complementario con trazadores fluorescentes.

3. El uso de DY como primer trazador y de FB como segundo puede constituirse en
una combinacion para estudios de doble marcaje en que € primero se utilice para
marcar la poblacion origina de un area'y € segundo la poblacién regenerante. En
cualquier caso, debera tenerse en cuenta cierto grado de desaparicion del DY .

4. La aplicacién de DY mediante inyeccion en ramas cutdneas permite marcar la
précticatotalidad de fibras del nervio con una minima agresion. El segundo marcaje
mediante FB, aplicado en una cpsula, nos asegurara que la totalidad de las fibras
que hayan regenerado a la rama de estudio contactarén con éste trazador, marcando
la poblacién regenerante.

5. Laaplicacion de DY en las falanges distales de los dedos de los pies, seguida de la
aplicacion de una mayor cantidad de FB con €l objeto de cubrir en lo posible el &rea
marcada con €l primer trazador, se propone como modelo para e estudio de la
reinervacion selectiva en &reas distales sensitivas.

6. Las falanges distales de los dedos de los pies estan inervadas por un pequefio
numero de aferentes procedentes de los nervios femora y musculocuténeo, lo cual
debe tenerse en cuenta en estudios de regeneracion del nervio cidtico.

7. En el uso de latécnica de doble marcaje en regeneracion tiene lugar un proceso aqui
[lamado “ recaptacion”, segin el cual el primer trazador permanece en € area de
aplicacion, estando disponible para ser captado por nuevos axones regenerantes
procedentes de otros nervios y desviados a la zona de estudio, confundiendo la
identificacion de la poblacién original, si bien la magnitud del proceso es limitada si
seusaDY o FG como primer trazador.

8. La mayoria de las neuronas regeneran y escogen la rama adecuada en la primera
bifurcacion del nervio ciético.

9. Aunque € numero de neuronas que alcanzan las areas distales después de la
reparacion de una seccidn nerviosa es mas de la mitad del inicial, solo una cuarta
parte aproximadamente de la poblacion original vuelve a sus destinos previos.
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10. Las neuronas de L5 tienen mayor selectividad que las de L4 para reinervar los
destinos mas distales, por 1o que es preciso estudiar la totalidad de los ganglios para
calcular la selectividad global del nervio ciatico.

11. En e modelo propuesto, |os nervios intactos adyacentes tienen un papel limitado en
lainervacion compensatoria del territorio denervado si €l nervio lesionado se repara.
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