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1. Les lesions de nervis periférics

L.1. Agents cansants de lesions de nervis periférics

Els nervis periférics poden afectar-se per una gran varketat d'agressions que comporten e darrera
instancia lesions estructurals i funcionals dels axons que els componen, Com a conseqisngia de la
lesid, s'altera la capacitat per a transmetre impulsos nerviosos, 1 disminueix o desaparerx €] control
neurat de les funcions motora, sensorial i+ autondinica en els termworis deaervaks (Waxman 19883, Hi
ha un ampli ventall de causes que poden produir una lesio del sistema aervids periféric, entre les
quals cal destacar les lesions per isquérnia directa (Forthals et gl 198%, Schmeltzer et al 1989}, l'accid
d'apents neurotdxics, afeclacions per radiacions, canvis extrems de temperatuca ja sigw pel fred
fidira i Fardeau 1978) o per la caior {De Vreind et al 1992, 1993) 1 ivsivns mecdoiques. Les lesions
mocaniques son 18 afectacions mes freqiients | es presenten sota la forma de compressions, friccions
o seccions parcials o totals dels nervis periférics. Aquestes poden tenir ¢l scu origen en factors
enddgens de compressid, com & el cas de la sindrome del tine] carpid, o bé sur causades per apents
externs en el curs d'acidemts traumitics o per accions iatrogéniques en ¢] curs d'intervencions
quirargiques (Dawson i Krarop 19891

Les lesions del nervis penférics comporten un conjunt de perdues funcionals incapacitants, que
poden compensar-sc mitjangant 1ees mecanismes fonamenials: )a reinnervacio dels organs denervats
per la regencracio dels axons préviament lesionats, [a reinnervaeid per raruficacid col-lateral dalires
axons indemnes situats a Fentorn, o la reorganitzacid estructurel 1 funcional de circuits del sistema
nervids inplicats oo la seves accions. L'experiéncia clinica demuostra, perd, que aquests mecanismes
deixats evelucionar cspontaniamenl no proporcionen savint wna recuperacid funcional satsfactoria
{Burhtahl 1 Kuhl 1979, Klipe 1985, Sumoer 1990, Sunderland 1978) fent-3¢ pecessioa en moplts
casos, 'aplicacid de procediments terapéuctics, Aixi, després de scocions nervigses no reparades Ja
probakilitat que es produeixi Ia reinnervacid efectiva de dianss musculars, sensorials 1 autonomiques
€4 gscassa. Al mateix temps, la relnnervacid per col-lateralitzacid d'axons veins indemings cs veu
limitada a distdncies relativament curtes i, malprat una aparent recuperacid. abtera ] novmat
desenvolupament de la funeld. Per dltim, els mecanismes de reorganitzacio dels circuits espinals i
cerebrals induits com a conseqliéneia de Ia lesid no sempee afavoreixen la compensacié funcional del
déficit causar per la lesio i, fins i tot en alpuns casos, poden arribar a penerar conseqiléncies nogatives
i empijotar 'estat del subjecte afectat. L'aplicacid de diferents téeniques terapéutigues, especialment
en casos de lesions nervioses grews, pretén potenciar positivament els efectes de la repeneracid, la
col-lateralitzacid § la reorganitzacio, per separat @ en conjunt i, millorar les possibilitars d'una
adequada recuperacio funcional.

1.2. Mlanifestacions elinigques de les lesions nervioses

Chimicament les lesions del nervi periféric es manifesten per la pérdua de les diferents funcions
medmdes pels axons afectats. Adxi, en 2] cas de les fibres eferenes motores s'observa Iz paralisi o
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parésia muscular seguida de la conseglient atrdfia dels grups musculars denervars, La lesid de les
fibres eferents awtondmigues produeix déficits del control de les achivitats sudomotora, pilomotota i
Vasonotom, sovint en terrtoris no tomalment coincidents amb els déficits motors. D'alten banda,
l'afectacid de les fibres aferents sensorials dona lloc a la pérdua parcial o toual de les diferencs
modalitats sensorials (theul, dolorosa, 1¥rntica 1 prapioceptiva). La disminoeid o pérdua d'aquestes

funcions conformen el conjunt de simpromes negating del trastom.

Paral-lclament perd, es produeixen també una série de simprames positins, derivats de la denervacio
d'érgans periférics o de canvis en la transmissid dels estimuls periférics. D'aquesta manera, es pot
detectar ¢n els musculs esguelitios denervats 'existeneia d'excitacio espontdnia de fibres musculars
gillades (Nibril'lacions), unitats motores completes {(fasciculacions) o de la totalitatl del muiscul
(espasmes). A nivell autondmic, ¢5 presenta upa hipersensihilitat dels drgans dencrvats en front als
neuTotransmissers ¢ agonistes (Cannon 19399, fet que pot conduir a avgments exagerats del to
vascular periféric, aixi com a vna activitst sudomotora o vasoconstrictora incrementada de forma
compensatoria ch regions intactes {Scddon 1943) En la via afereni sensorial es refersinen
concomitantment amb la pérdua de sensibililat des de sensactons doloroses espontinies en abséncia
d'estimul, dolors impaortants davant d'estimuls de baixa intensital (hiperalgesia), sensacions
dolorazes davant d'estirnuls no dolorosos de fred, calor o tacte (al-tbodinia), fins la sindrome del
membre fantasma, caracienizada per la percepeid de continuar posseint una exiremiiat gue ha cstat
ampulada ¢ de dolor referli g aquesta en estimular alires parts imtactes (Omer o al 1998), Diversos
estudis demostren que diferents ctivlogies que comporien totes clles esions nervinses determinen
quadres simptomatics semblanis (Ochs et al 1989, Dyck 1982, Onpe 1962) i que només la
locaiitzacid dels déficits o excessos en la topografia corporal per mitja d'una adequada exploracid
neurologica o els signes externs evidents de lesid permeten establir el diapnasiic correcte. En tol cas,
la severitat de les [esions depén fonamemalment del grau ¢ la localitzacio de la lesid,

1.3, Classificacié de les lesions nervioses

Les diverses classificactons de les lesions nervioses perifériques han provat de relacionar els cfectes
murfolidgics | estructurals de la lesid amb ¢l déficit funcionai, el prondstic i la capaciiat de
recuperacld espontinia. El fascicle nervids afectat, 1a forma de la lesio | la severitat de la maleixa
determinen en alguns casos la necessitat ¢ no d'wna intervencid quirirpgica i Ia técnica a emprar. En
aquesta linia, una classificacié acurada de les lesions que les relacioni amb l'actitud icrapéutica
d'eleccid en cada cas és d'enorme interds. L'any 1943 Seddon va dividir les lesions en tres gqups:
nReurapraxie, axonatmesi | neurotmesi, segons les seves caracteristiques histologigues {Seddon
1943}, La neurapraxia de Seddon és aquell tipus de lesia, generalment d'origen isquémic o
compressiu, que sense produir eap afteracid estrucwatal dels axons i els scus embaolealls connectios
bloqueja transitoriament la transmissio dimpulsos nervioses, Er faxvonermesi es producix la
interrupeiad dels axons mantenint-se la intepritat de les capes canneclives endoneurials, perineurials i
epineurials que els envollen. La nenreimess inplica la seecid troncular complerta, incloent axons i
embolealls connectius.
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Fig. LI.1. Esquema il [ugirariv dels cine praus de lesid nerviosa segoens Sunderland de menor 2 maier niveld de
aravetat. 1 Blagueig de [a gonduccid, 2n: Dregencracid axonal amb murleniment de la itegrivat del fub endancusial,
31 Driscomtinuitat de P'axd i el b endoneurial, conservant-sc intacte el perineuri, dt; Discontinuitad fascicwlar i
comservacid de Uepineuti, 52 Discontinuilat wial del rronc nervids,

Una segana classificacio realitzada per Sonderland (19251, 1978) va matisar els criteris i va ampliar
els tres tipus de Seddonr a c¢ine graus de lesions, que tenen en compte no nomeés cls criteris
morfoligics sind la prognosi de la lesid 1 ¢ tractament quirirgic d'eleccid. Aquesta sha convertit en
1a mis utilitzada actualment en I'ambit elinie (Fig. 1Y), El primer graw de lesio de la classificacié de
Sunderland correspon a la neurapraxia de Seddon 1 representa un blagueig de [a conduccid causada
probabiement per alteracions de la mielina sense alteracions morfolagiques dels axons o les capes
connechives i sense que cs produeixi degeneracio axonal. San lesions que reverteixen en poc temps st
selimina la causa de compressio o isquémia. En el segon gray, equivalent a Paxonotmesi de Seddon,
s produeix [a pérdua de la continuitat dels axons i la consegilent degencracid walleriana, mantenint-
se petd la intepritat dels tubs endoncurials 1 la Jamina basal de les cél-lules de Schwann (C3), Donada
la comecta anentacid dels tubs endoneurials i la poca reaceid cicatricial, els axons no tepen problema
per elonpar-se adequadament fins & reinpervar les seves dianes originals, El rercer graw de lesid cs
caracteritza per 1a discontinuitat dels axons i dels mbs endonevrials i ba conservacid del perinewri que
envolta els fascicles. La lesid connectiva inducix una reaccid fibrosa i cicatricial intrafascicular que
obstaculiiza l'avangament dels axons regeneratius, A més, la fala d'alineanent dels tubs endoneurials
genera deficiéncics quaneitatives de) nombre d'axons que poden regenerar distalment i qualitatives
afeciant l'especificitat ¢n la reinnervacid de la diana periférica. A les lestons de guarr gran sategeix a
tet el quadre antenior {a disrupeid del perincurd, fet que incrementa la reaccid fibrosa, Ia pardua de
direceid dels axons 1 1a desestructuracia general del trong nervids, Finalment el cingud graw de lesio,
cauivalent a 1a neurotmesi de Seddon, es caracleritza per la pérdua completa de continuitai del trone
rervios. Com a producte de la retraccid dels caps nerviosos o de la pérdua de teixit ncural es pot
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penerar en aquest grau de lesid una distincia interneural cntie els caps nerviosns gque dificulty Ja
projeccid dels axons sobrevivents dels del punt de seccio fins a P'extrem distal. Les lesions de primer
i segon grau s'acestumen a deixar evolucionar espontaniament sense intervenir quinargicament sobre
el nervi lesionat, donat que la manca de reaceid cicatricial 1 ¢l bon alineament dels tubs endoneurials o
dels fascicles nerviosos assepuren una adequada recuperaciéd funcional, i sovint sén lesions parcials
del nervi. A partic del tercer grau, les capacitats repeneratives naturals de l'axd queden parcialment o
iotalment contrarrestades per l'obstacle que suposa la reaccid cicatcicial i la manca d'alineament. En
aguests ¢asos, malgrat els limits establerts per la complexitat de la biolopia de la regeneracia
nervigsa, el tractament quirdrgic es converteix en la terapia d'cleccié (Sunderland 1951, 1991,
[.ondborg 1987, Kline 19490}

1.4, Reparacio de lesions de nervis perilérics

L'eleceid de la técnica mes adient per a la reparacid nerviosa ha estal des de sempre un wma de
controvérsia eq la literatura ¢linica. En damrera inslancia, 1a capacitat de regeneracid | reinnervacis
depén del punt de lesis, del tipus i de ] distncia que els axens regeneratius han de recorrer des de
l'extrem proximal al distal ¢ fins als drgans periférics. Després de secclons o reseccions que
comporten la separaced fisica dels extrems del nena 1 la desestructuracid dels embelcalls epineurials,
perineurisls | endoncurials, la recuperacid funcional estd molt compromesa. En aguests casos,
existeixen diferents métodes destinats a mmillorar les possibilitats de regenetracid | reinnervacid
perifériques. Amb la introduccid de les noves lécnigues microquirdrgiques amb microscopis i
instrumental microquiringie especialitzat 1 materials de sutura fins | poc wraumatics, ha esdevingut
possible dissecar, tdentificar 1 suturar de manera bastant selectiva fascicles individuals del tronc
nervids (Millesi 1981, Kline 1990, La introduceid de nous metodes de ractament, desunats a
potenciar la supervivéncia de les neurpnes axelomitzades, les capacitats régencratives que
eipontaniament mosiren els axons afectats o ¢ paper promotgr de [a regencracid de les eel-lules no
neuronals, son alpunes de les darmeres aponzeinns expermentals a la reparacid de lesions del sistema
nervids perifiric. L'obiectiu final de ota téenica de reparcid £5 ¢ de restituir 1a continuitat del trone
nervids, per tal d'afavorir I'elongacio dels axons regencratiug a traveés dels wbs endoneurals i@ una
reinnervacid quantitativament 1 qualitativament adequada de les dianes musculars, sensorals i
autonomiques {Millesi i Terzis 1984), Aixi, s'han establert quatre punts quirurgics basics a tenir en
comple en qualscvol reparacid nerviosa: {a) [eliminacié de formacions cicatricials poduides en
ambdos extrems del nervi lesiopat i |2 separacio dets fascicles que cls compenen; (b} Maproximacio
dels extremis nerviosos limitant o) maxim la distdncia interncural i la tensid produida sobre els
fascicles, (c} la coaptaeié dambdés cxtrems, assegurant la maxima coincidéneia possible dels
diferents fascicles dei nervi afectat § evitant crenaments de fascicles anatymicament o funcienalmeni
no concordanis, mitjangant ta sutura directa o bé s de métodes indircetes com els empelts o les
guies neurals, i {d) parantir l'estabalial de Ia coaptecio durant el pericde de temps minim necessati

pet assegurar la cicatritzacid de des capes connectives 1 'elongacid distal dels axons a través del punt
de lesid (Millesi 1 Terzis 1984),
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i 4.1 Surura directa epinenricd

La mobilitzacid 1 la coaptacid dels extrems nerviosos mitjangant la sutura epineural és el inétade
clissic de reparacié de lesions per seccid sense pérdua impertant de teixit neural. Es important
climinar les escares cicatncials dels extrems, onentar adequadament els fascicles sobre la base de les
estructures fasciculars 1 vasculbars, utilitzar ef nombre minim de sutures poc apretades per evitar la
compressid axonal 1 eviiar Ja sutura tensionada (Kline 19303, Es recomana en lesions petes de trongs
preferentment moncfasciculars, donat que és freqiient el desalineament dels fascicles ] la reinnervacid
aberrant de dianes perifériques (Edshage 19643, Una alternativa eo troncs amb diversos fascicles és
1a sutura fascicular a través del perineur, que presenta Favantatge dassegurar un afrontament entee
extrems distals 1 proximals dels diferents fascicles seccionats, Per a ser realitzada o35 requerelx, perd,
d'un mucroseapd quirdrgic 1 d'una destacada babalitae quirdrgice. A més, només pot ser Bracticada
com a procediment priman en [esions que oo {acin necessaria |a resseciid dels caps nerviosos, donet
que aleshores es dificulta a identificacid dels faseicles. Es tracta, a més, de suures miltiples que
poden generar una ¢levada reaceio elcatricial i edema que entorpeix Pelongacid axonal | que son poc
resistents § |a tensié {Lundborg 1988, Kline 1990 Finalment, no resulla atil per a la repacacid de
Jesions de nervis on punts distals de les extremitats, on prescnten un elevat grau de fasciculacio
{Sunderland 19913,

142 Reparacio per empelt nervids

En aguelles lesions que, per la pérdua d'un segment de nervi o la retraceio elastica dels extrems,
presenten una distdncia interneurat que impedeix la correcta sutura epinevrial directs, s'aconsetla la
implantacio d'un empelt nervids. La manca de reparpeid d'aguestes lesions, tot esperant la
regeneracio espontaneia dels axons a través de 'espai extrancural generat per la lesid, acostuma a
respltar en Ja formacid d'un neuroma proximal. La manca d'un terreny propici per a la regeneracia
axonal 1 la reaccié cicatricial acaben constituint a l'extrem nervigs proximal una cahdell d’axons
repencratius 1 teixit connectiu que impedeix de manera fisica el sen aveng. La intraduceis d'un
sepment de nervi entre els caps neurals acompleix d'una banda la funcid de pont o guia dels axons
cap a Pextremn distal, al mateis temps que oferaix un entorn dptim per a la regeneracio (Kline 19901
Les T3 d'un nervi empeltat i adequadament vascularitzat sobreviven, es inultipliquen, formen bandes
de Biingner [ conjuntament amb la seva lamiita basal promouven Memissid de neurites (Aguayo 19746
Durant €15 primers dies 'empelt sobreviu a partir de la difusio de factoes de Pentorn. A partir de les
72 hores l'empelt es vasculacitza, Per aquesta rao, ¢ls empelts de gran ilargada i gruix enen menys
probabilital d'esdevenir viables en la reparacio d'aquesies lesions {Lundborg 198%). Es poden
utilitzar cmpelts procedents d'un subjecte d'una altra espécie {nenopénics), d'un individu de la
miateixa espécic {singénics o heterclegs) o bé prencedents del mateix pacient (autdleys). Els assaips
cxperimentals 1 clinics mostren gue els cmpelts heterolegs presenten ¢n general resultats de
recuperacid desencoratjaders degut a la reaccid immunoldgica de rebuig que generen. Al cap de
priques hores 'empelt mostra una invasio per macrofags que 'eliminen, convertint-lo en pocs dies en
una massy fibrosa en la qual no hi ha sipnes de reinnervactd (Sunderland 1978). Ll tractament

immunosupressor pot reduir la resposta de rebuip, perd les seves complicucions coadjuvants no
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justifiquen el seu Gs continu {Evans et al 1994). Cls autoinjerts sén, ara per ara, ¢l tractament
d'eleccid en lesions nervioses amb un espai interngural de més de 1-2 cm. Donar que Fempelt s'ha
d'obtenir del mateix individy, s'acostumen a utilitzar com a donants nervis de limitada repercussio
funcional, reneralment nervis sensonals, cotn els nervis sural, cutani anterobraquial, interossis
posteriors, radial superficial o femoral cutani {Millesi 1981, Wilgis i Maxwell 1978). L'empelt actua
de fomma equivalent a un segment distal mervids, encara gue presenta una depenetacic walleriana mes
lenta que la del propi nervi Jesionat. Finalment, acabard resultant una estruclura connectiva rica en
CS i factors promaotors de la repeneracid que afavorird I'elongacic axeonal fins al veritable extremn
nervids distal. De tota manera. ¢ls resultars clinics de Iz seva utilitzacié sén velarivament pobres, de
manera gue en lesions de nervis de Vavantbrag, nomeés un 25% dels afectats presemen una
recuperacid significativa de l'activitat motora {Young ot al 1980% A més, lautoempelt comporta un
conjunt de problemes secundaris, com sén l'oblipada realitzacio d'un segon pas quindrgic, P'elimireeid
d'un ttervi funcionsl, la limmitacid de volum de nervis donanis 1 la dificubtat per trobar un empelt que
s'adapti a les dimensions | grau de fazeiculaeia del neri a reparar.

143 Reparaciis por tubnlitzacia

La tubulitzacid 5 upa técnica akternativa a 'empelt en lesions de rescecid, que consisteix en
interpasar cnire €]s extrems nerviosns una guia o conducte tubalar encarregada d'estabiit un pant
entre els extrems del nervi tallat 1 d'agllar l'espai intermn del medi extraneural, que orienta Felongacid
dels axans regeneralius, Aquest procediment ha constituit un medel experimental molt &l pera la
imvestipacit dels processos cel-lulars 1 bioguimics de la regencracio nerviosa (Lundborg et al 1932¢,
Williams et al 1983, Longo et al 1984, Le Beaw et al 1988, Liu 1996) i ha estat aplicat com a metode
reparativ tant o nombrosos estudis experimentals (Fields eoal 1984, Buti et al 1996, Doolabh et al
1996) com en assajos clinies limnitas (Mackinnon 1 Dellon 1990, Lundborp et al 1997} Estudis
moerfaldgics han demostrat que entre 1 1 2 dies després de [a implantacid del tub, la seva llum
s'otnple per extravasacio sanguinia $'un fluid, que en coagular confurma al seu interior unz matru de
fibtina que conté molécules de ba matriv extracel-lular 1 elements cel lulars, que uneix els dos caps del
nervi tubulat (Williams et al 19583, Le Beau et al 1988, Liv 1998). Pocs dies despeds, &5 comenga a
produir una mipracio de fibroblastes, cél-lules endotelals | de C8 que repoblen la matriv des dels dos
extrems del nervi. Als 14 dies de la reparacid, les CS ban pogut coloanilzar la totalitat del eordd
tntratubular, mentre que al scgment proximal ¢s comencen a observar axons répeneratiug,
majoritariament atniclinics. En aquest estadi, la fibrina del cordd connectiu ¢s degradada per
fibrinalisi § 25 va substituint progressivament per col-lagen produit pels fibroblastes, que eonformara
unz veritable membrans basat sobre la qual sTadberiran les C5. 4 les 3 setmanes, les eél'hules no
neuronrals hat cobert tota I'extensid wbular, s'observa la neovascularnitzacis de la matrin | la preséncia
d'axuns amielinics arribant a l'exteem distal del tub 1 de mielinics a la linia mutja. Finalment, a les 4
seumnanes, ¢z axons han travessat tota 1a guia newral. Bls axons miclinics masiren un emboleall de
rnielina molt prim en comparacid amb la del segment proximal, amb ¢l lemps, perd, el nervi
regencratiu madurard 1 incrementara el seu diametee. El cordd regeneratiu acostuma a situar-se cenjrat
en {a llum del tub, compost de nombrosos fscictes petits amb axons nielinics i amielinics [ envoltats
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per una fina capa de perineurt {Williams et al 1933, Lia 19498). L'andiisl del fluid acurmulat en tubs
implantats ha demostrat la preséncia de proteines amb activitat irdfica sobre cultius de neurones
motores, senzorials i simpatiques (Longo et al 1983, LeBeau ot al 1988), alliberades per céi-lules no
neuronals. També g'ha pogut demostrar la preséncia en la matriu de {ibrina de monomers de
fibroneriing, lamining 1 collaven, components {ois ¢lls de |a matriv extracel-fular que promouen |z
regeneracit 1 la migracid de C8 (Longo et al 1984). Aquests componcents presenten un tripéptid de
propictats adhesives {Arg-Gly-Asp) gue €5 reconegut per teceptors d'integrines de cél-lules
endotelials o de Schwann i juntament amb el col lagen acabaran condensant-se en la constitucid de la
membrana basal del tub cndoneurial.

L.z tbulitzacid €5 un métode reparatiu que presenta alguns avantatges sobre la reparacid per empelt:
d'una banda, limita la formacié de neuroma 1 de teixit crcatricial en el punt de reparacid, s'encarrepa de
guiar ¢ls axons fing a l'extrem distal i evita I'cscapament de fibres per {ora de 'empelt ¢, {inalment,
resulta una técnica reparativa facil de realitrar, [ins 1 tot en mans no excessivament expertes
(Lundbore et al 1982k}, Es tambe probable gue la dubulitzacit de nenvis multifasciculars sigui una
bona alleroativa a l'empelt o a la sutura directa, en la mesura que Pespat entre extrem distal | proximal
detxaria expressar les propietats newrotcopiques dels axons en la seva navegacid distel (Politis et al
1982}, Encara que la tubulitzacid mostra ¢ reseceions millors resultats que la no reparacid de la
lesid, la seva eficdria esta, perd, limitada per la longiwd de la distancia intermeural a cobor. Aixi, en
els pioners estudis emprant tubs de silicona es va veure que, ¢n distancies de fins a 10 mm de
fongitud al nervi ciatic de 1a raia, aquesta reparacid aconsegueix generalment la formacid de cordons
regencratiug, mentre que entre 10 mm 1 15 mm {2 proporeid d'animals amb repeneracid dismiooeis
marcadament (Lundborg ot al 1982h, Williams et al 1983). La separacié interneural mixima per a la
qual la reparacio per whuolitzacid €s aplicable varia en funcié de la massa de teixit necvids reparat i,
per want, del amany de l'animal i del nervi en qiestic. Aixi, la longiwd interneural limitant augmenta
propercionalment en diferenis cspécies: 4 mm al ratoli (Flenry et al 1985, Buti et al 1996), 10 mm a
la rata {Lundborg et at 1982b, Seckel et al 1984) 1 el conill (Molander ot al 1983) 1 fins uns 30 mm en
primats {Dellon 1 Mackinnon 1983, Archibald et al 1925, Amb distincics internevrals curtes, 1a
remnervacid funcional d'érgans diana s similar en reparacions per wbulitzacid o empel (Archibald
et al 1997, 1995, Gibby et al [983, Navarto et al 1994). Per contra, en distancies mitpes o largues,
l'empelt assepura una recuperacid funcional superior que la wbulitzacid (Miiller ot al 1987, Navarro i
Kennedy 198%). De tota mancra, les capacitars de permeabilitat, durabilitat 1 adhesio cel-dutar dei wh
sdn variables que poden influenciar i optimitzar la repeneracio en distincies imterncurals largues
{Mavarro ot al 1996).

1.4.4 Perspectives ciinigies en la reparacid nerviosa

Durant temps, la recerca destinada a millorar el grau de recuperacié després de lesions s'ha centrat en
el refmament de les técniques quirlrgiques emprades per a sulurar o empeltar ¢ls extrems netviosos,
perd aquesta via ha assolit probablement ja un cert gran d'estancament sense que shagi aconseguit
garantir, fins i ot en lesions relativament lleus, una recuperacio satisfactoria (Omer et al 1998). E
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progressiu coneixement dels mecanismes moleculars que regulen la degencracid i la repeneracio axonal
i [a reinnervacid d'organs diana esti destinat a jugar un paper fonamental per al futur. Alxi, Iaplicacié
de faciors neurolrdfics o lz implantacid d'elements cel-lulars encarregats de produir-los sembien les
vies de futur de més interes per al tractamert de lesions nervioses. En agquest procés s'haurd de
comengar a tenir en compte no notés la "quantitat” de retnnervacid, perd fambé la "qualitat” 1
“gspeeificitat” de la reinnervacid de dianes peniférgues. ¥Finalment, ¢! gran interés que desperta la
recerca sobre els mecanismes de conoectivitat espinal 1 cortical i fa capacitat recrpanitzativa de les
xarxes neuronals al sistemna nervidos eentral, haurd de poder ser aprofitat en un Futur per a
desenvolupar téenigques de reaprenentaize 1 reespecificacid de funcions eerebrals (Lundborg et al
1993). Aixi, hi ha cstudis que demastren que factors eoin les capacitaes daprenentase verbal o
visupospacial sdn importants per a la recuperacio de le sensibilitar despres de lesions en individus
adults {Lundbocg et al 1994b, Rosén et al 1994)

1.5 Requisits basies per assolir la restitiucid furcional

Per tal d'aconsepuir un bon gran de recoperacic funeional de Factivitat o activitats motores i danalisi
sensorial en les quals ¢l nervi lesionat estd implicat, cal que es compleixin cinc requisits basics |
fonamentals (Madison et al 1987, Fu ] Gordon 1907

a) Que hi hagi una bona supervivéncia dc |¢s neurongs axotomitzades per la lesio

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

) Que els axons aconsepucixen reinnervar de manera especifica les seves diznes ariginals

d) Que les nearones reestableixen un patrd de connextons centrals, espinzls i corticals, semblant a
l'onginal ¢ compatible amb el desenvelupament de la seva funcid

Momeés en cas que s'acompleixin (065 aquests requisits s'aconseguird no nomes la reinnervacis i la
tecuperacid de pardmetres funcionals aillats (respesta al deler, reinnervacid sudomotora, amplitad
laténieia dels potencials d'accid nervidos 1 muscular compostos) fins a valors semblants als
prevperatons, sind t2mbé [a recuperacio de la funcio global de deambutacid.
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2. Neurobiologia de la degeneracio i la regeneracité nerviosa

L'gxit de la regeneracidé nerviosa depén en primera insidncia de la capacitat de Igs nevrones de
sobreviure a Faxotomia. La mort neurenal es produeix per apoptosi (Lo ot al 1995) 1 esta
probablement indulda per la manca o la dificubtat d'accés a diferents factors trafics alliberats pels
organs distals o be per cel-lules glials tant de l'entorn de 'axé com del soma de la neurona (Korshing
1993%, La mort neuronal és quantitabvament molt més imporniant cn lesions axonals properes al cos
reuronal que en afectacions mes distais (Sunderland 1978) © afecta més les neurones sensortals que
les motores (Melville et al 1989). Les lesions axonals neonatals o postnatals produeixen efectes més
devastadors sobre la poblacid neuronal que cn periodes adults (Snider ok al 1992}, En tot cas, la
incidéncia d'apoplosis en neurones nwotores després de lesions perifériques en animals adulis és
neglgible (Gordoa et al 1991).

La compressié o la secié d'un nervi periféric desencadena la degradacid de les fibres nervioscs
distalment a la zona de lesid migangant un procés concput com a degeneracid wallerfana, L'obiectin
final d'aquest proces és eliminar els residus de fibres nerviosces aillades del soma neuronal 1 crear un
microambient al sepment distal a fa Jesié gue esdevingui favorable per a la posterior regeneracid dels
axons supervivents, Al mateix temps, la reaceid axenal retrdyrada i la cromatdlisi preparen ta
neurond 1 modillquen cls seus mecanismes de sintest metabolica per possibilitar la regeneracio de
l'axd, La regeneracid constitucix ¢l conjunt de meconismes motecutars 1 ced ludurs que fan possible la
reconstitucid | 'elongacid del axg que $'ha perdat 1 1a reinpnervacio dels organs diana (Selzer 1980,
Faweett 1 Keynes 1990, Fu i Gordon 1997) {Fig. 1.2.1). Els canvis morfolépies, Gsiolégics i
higgquimics observats en neurones lesionades son ¢l iesultat de modificacions en 'expressio génica de
neurones | cel-lules ghals. En les neurones aquestes transtomacions estan destinades a promoure la
sintest d'enzitms, cofactors i faclors que afavorsixin la superviveneia newronal i el creixement de laxd,
mentre que, en c&l-ules glials, esta destinat a la prodiferacid cel-lular ¢ la secrecid de factors que
afavoreixin ¢l rofisme 1 ropisme axonal.

2.1. Degencracid walleriana

Els primers signes de degeneracio walleriagna es detecten tan sols 24 hores després de a lesio
nerviosa i €s perllonga durant gairebéd dues setmanes. A nevell axonal 1€ llac ]a desestructuracia t
frapmentacid de les estructures citoplasmatiques fritoesquelet 1 eeticle endoplasmatic), amb ¢l
eansegient depdsit | acumulacio d'drganuls cel-lulars (Fig, L2. 1}

Una entrada massiva de Cad* afavorida per la ruptura de la membrana axonal seria la desencadenant
de [a desestructuracid 1 destrueesd de proteines en aquest estadi postlesid (Schiacpfer 1974). Tots
aguest canvis, que tepen lloe de manera preferent én Obres necvioses primes abans que on les
gruixudes (Lubinska i Jastreboff 1977), van acompanyats del col lapse i la distorsid de les beines de
nticling (Schlaepfer 1 Bunge 19730 A les 36 hores postlesid, els axons mostren regions
hipertrofiades sota la forma de varicositats i tendeixen a fragmentar-se a niveli de la repic internodal,
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Fig. [.2,1 Representacio csquemdatica dels prineipals esdeveniments que tenen lloc durant la
degeneracid 1 la regeneracio axonal després de lesions periferiques, Després d'axotomia (B}, ]
segment distal degenera fegeneracid wallerianal {C), € lioc una pran proliferacio de les CS mentre
els macrofags migren cap al focus lesin i fagociten matenal detritic. Durant la regencracid (D), els
cons de creixement de i'axd creixen eotee les bandes de Bimgner de C8 scguint un gradient
neurotrdfic i es dirigeixen cap a lorpan diana. Finalment (E) t¢ lloc la reinnervacid 1 1a maduracid
aceonal.
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Al mateix temps, les CS pateixen hipertrofia i formen invaginacions cap a l'axg, fet que provoca la
fragmentacid de la miclina en cossos oveidals que pesteriorment s'encarrepuen de fagocitar {Selzer
1980). L] resultal final éz l'acumulacid a Pinterior dels tubs endooncunals distals ala lesid de material
dutritic format per la desintepracid dels axons i 1es beines de mielina, La degradacid de les restes de
miclina per part dels macréfags ongina cids grassos iures, colestero], fosfolipids 1 lipids neutres en
farma de gotes lipidiques en el seu citoplasma, Aquests materials seran reutilitzats posterorment
durant les fases de repeneracié i remiclinitzacio axonal (Perry i Brown 1992, Goodrum i Bouldin
1996, La degencracid walleriana evoluciona en direccié proximal-distal seguint una progressio
temporal que fa gue Faxd sigui excitable per sota del front de degeneracid fins alguns dics després de
la lesic (Fu 1 Gordon 1997).

Eis segments distals de nervi encara no afectats per la degeneracid conlinuen mantenint activilas de
trangport axonal lent (Lasck t970) [ la transmissid sindpiica fins a2 espotar les reserves de
pearotranstaisors (Feldberg 1943), La redoceid dristica de nutrients procedents del soma neurcnal
pur transport axonal, la ineapacital de les cél-lules plials per suplernentar aguestes mancances
mitjancant Uintercanyy { I'esgotament de jes reserves axonals son els determinants finals de la
depencrmeis axonal centrifuga. En qualsevol cas, la depeneracid de] segment distal é3 un requeriment
ndispensable per tal que vingui Hoc la regeneracio. 5i es dirigeix la regeneracis cap a un segment de
nervi no degenerat, aquesta ne arriba a produir-se, fet que satribueix a Pexisténcia de facrors
inhibidors de la regeneracid, com la glicoproteina associada a la mieiina {MAG), presents on el nervi
normal (Fu i Gordon 1997).

Les C5 es mostren capacitades per inickar la degradacio de les seves propics betnes de miclina només
24 hores després de 1a lesit. En canvi, necessiten l'ajuda dels macrofags, infiltrats a pantir dels 2-3
dies de la lesid, per tal d'eliminar amb eficicia elz detritus emmapalzemals a l'interior dels bs
endaoneurials. La lesid nerviosa €= capag d'induir 'actiivacio de gens temprans (IEGs) de la familia c-
fos de C5 entre 131 60 minuts després de la lesid, expressio gue s manté elevada durant dies, Les
CS po mielinitzants assoleixen la seva taxo de mdxima peoliferacid als 2 dies, aproximadament 24
hores abans que les CS muelinitzants. La pérdua del contacte CS-axd no és, perd, suficient per
desencadenar la proliferacio, que és estimulada per productes miteginics alliberats pels macrdfags
infiltrants. De fet, Passociacio entre una degeneracid axonal retardada 1 defectes en la invasid de
macrdfags en ratolins mutants CI7BLAGIa demostra l'imponant paper d'aquestes céi-Jules en aquest
procés (Perry § Brown 19923, Froductes quimiotactics, com el factor inhtbidor de la leucémia (LIF},
santetitzats pet C3 reactives atraven els macrolfags fing al punt de Josio (Fig. LL2.1). . Emtre els 4 els
14 dies posteriors o la lesid el nombre de macrolaps assoleiy el scu maxim [ocalilzant-se en Vespai
cndoneurial. L'eliminacid dels detritus axonals i€ lloe per miga de la secrecié de proteases que
permeten als macrdfags penetrar a través de ['endoneuri, la membrana basal fins a accedir a l'espai
endoneurial, on fagocitaran eis detritus axonals que s'aniran acumulant al seu citoplasma en forma de
gotes lipidiques (Stoll et al 1989). Aixi, durant les primeres 48 hores §a fagocitosi es desenvelupa
basicament per mitja de les CS i posteriorment seran els macrifags els que juparan el paper principal
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{(White et al 1939, Tanaka ot al 1992} A més, cls macréfags son una font de potents activadors
{interlenguina 1, 1IL-13 | mitdpens de les C5 {PDGE: facior de creixement derivat de plagquetes, FGF:
facior de creixement de fibroblastes | TGF: factor de creixement tumoral) {Heynold 1 Waoolf 19937,
Aquest comunt de molécules estimula la desdiferenciacia i la proliferacia de les C8, que adquireixen
una major capacitat fagoeitica,

La reaccid inflamatomia desencadenada per la degranulacid mastocitdria produeix inicialment per
distensic un increment del didmetre intermn dels tobs eodoneurials. Al mateix temps, leliminacio dels
axons i detritus de Pespai endoneunal deixa d'oflenr resisténeia a [es forees de retraceid del teixit
connectiu endoncural. Aquest balang de forces de retraccis o expansid resulta a partir de les dues
setmanes de la lesid en una reduccid permanent i significativa del didmetre deis tbs endoncurials,
que condicionara 1'éxit de Felongacio dels axons regeneratius (Sunderland 1991} La progressid de la
degencracid walleriana varia segons la pravetat de la lezid nerviosa infrimgida, Aixd, s"ha pogur
comprovar que els signes inicials de depeneracité axonal aparcixen abans després d'una seccid que
d'una compressio nerviosa (Lunn o al 1990). Tanmateix, la imtepritat de ]a barrera hematonewral es
perd de manera més dramditica en lesions per seccid gque per compressio (Lunn et al 1990).
L'increment de permeabilitat vascular dels nervis degenerats es desplaga en sentit proximal a distal,
e munera coincident amb Ja degencracia i la infiltracid de macrdfags, Una major invasio del nervis
seccipnals per macrivfags | substancies citotéxiques de procedencia vascular respecte de lesions per
compressio podria explicar la major rapidesa de degeneracio (Lunn et al 1990}, Els fendmens de
depeneracid 1ambé presenten variacions segons gl tipus de fibres nervioses lesionades, Les fibres
gruixudes semblen presentar una major resisténcia a la degencracié axonal que les primes. DMaguesta
mansara, mentte en axons miclinics la depeneracid walleriana completa no f lioe fins als 14 diex

postlesio (Stoll et al 1989}, els axons amielinics degeneren totalment durant la primera selmana
{Thomas i King 19743

1.2, Degeneracit retroprada

Després de la lesio del nervi €5 produeix tambe una depeneracié retrdgrada del segment proximal des
del punt de lesid (Cajal 19283, que s'ha associat amb l'entrada de Cas™ i la consegilent activacid de
proteascs (Bisby et al 1995). La degencracld retroprada afecla un segment dalguns milimetres,
Constiteina una exlensio en direceid proximal dels canvis que ja tenen loc a mvell distal | seria nomds
remarcable quan la lesi¢ produeix nivells importanis de mort neurgnal (Sunderland 19913, La
supervivineia neurcnal i la capacitat per emetre brats repeneratius serien els prncipals determimants
del grau de digeneracid retrégrada després de lesions. Els axons supgrvivents mostren una reduceid
del diametre axonal i de la beina de mielina, que e recupera parcialment amb la regencracia e Ia
reinnervacid (Sunderland 19911, Aquests canvis, que afecten més marcadament els axons seosorials
que els motors, van acompanvats d'una reduccio de a taxa de transport axonal. La quantitan de
NEUTOITANSMISsors | precursors transportats disminueix drdsticament als pocs dies fins al punt que
o5 fa itpossible la seva deteccid (Frizell i Sjdstrand 1974), sent aquesta reduccio més rapida i
important després de la seccid que de la compressicé del nervi (O'Brien 1978, Karfsirdm 1 Dahlstrém
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1973), La disminucid de 'expressio 1 del transport axonal de nevrofilamenes 1 wbulina explicaria la
reduccid de digmetre @ de la velocitat de conduecid dimpulses en axons lesionats distalment
{Hoffiman 1 Lasek 1980, Bishy et al 1993). Aquests canvis en el tamany de les fibres nervioses
només es manifestaran com una reduccio significativa de les dimensions del nervi en cas que es
produeixg |2 mort d'un nombre considerable de neurones (Sunderland 19%1).

2.3 Reaccid neurconal i cromatolisi

Lz lesid de la fibra nerviosa i la degeneracid walleriana alteren tambdd 1z morfologia | el funclonament
normal de la neurona a nivell del sew soma. Aquestes transformacions son F'expressid d'una série de
canvis moleculars de 1a neurona que, com a conseqiiénela de Iz lesid, passa d'un estal homeostatic de
"transmiszid”, en ¢l qual la seva funcid principal £:2 la de conduir =enyals bioeigctrics 1 produir
neurottansmissors, @ un gstal de “creivernent” en el que ha de dedicar rots I'activitat metabdlica a la
repeneracid del seu axg i la reimnervacid de dianes perifériques (Gordon 1983, Fu i Gordon 1997). La
cromatilisi consistaix en la dissolucio dels cossos de Nissl, 'augment de les dimensions del nucli i
dels nucléols, la disposicié excéntrica del nucli i l'incrament de volum del soma {Kreutzberg 1995).
Tambe es pot produir un augment del nombre de lisesomes, hipertrofia de Vaparell de Gelgit les
mitocondries 1 vacuolitzacio d'altres organuls citoplasmatics {Lieberman 1971} La dissolucid dels
ribosomes 1 del reticle endoplasmic rugds, que constlucixen els cossos de ™issl, en polirnbosemes i
ribonucledtids, indica un increment de la traduceid i [a sintesi de protetnes (Cragg 19700, En paral-el
A aquests canvis estructurals, la nevrona axotomitzada presepta imporiants canvis bioquimics, com
un increment d'enzims del cicle de les pentoses-fosfat, necessaries per a la sintesi de precuarsers de
potinucledtids § lipids {(Hirkgnen 1 Kauffman 19743, 1a disminucio de la sintesi de ncurotransmissors
(Heiwell et al 19793 i de protgines constituents del citoesquelet (TRoffman i [ asek 1980). Existeix
una relacid entre la gravetat de la lesio infringida i cl grav de cromatalisi (Marinesen 1§96), encara
que també se sap que aquest procés no ¢és imprescindible per a la regencracid i, aixi, s'ha descrit
regeneracid en neuranes del gangli de 'arrel dorsal que presenten una reaccid cromatolitica escassa
(Greenberg i Lasek 1988),

Paral-lelament s'observa també una retraccid de larbre dendritie de Ja neurona axotomitzada i una
reduceid del nombre de sinapsis que estableix amb ocurones veines (Sumaer 1975, Brannstedn et al
19943, 1994b). Aixi, sha observai un descens de 'amplited dels potencials d'accid evocats en
motoneurones axotomitzades (Eecles et al 1958, Kuno i Linas 1970, dendell er al 1276, Farel
198{), que es tradueix en un descens de les desciirrepues sindptiques durant el primer mes després
de "axotommia {(Gordon et al 19809, Altres autors han definit trex celadiz de disfuncid sindptica
després de lesions: una primera fase duerant la qual no <"observa reduccio de l'amplitud dels
potencials postsinaptics exeitaigris (PEPS), una segona fase en qué es detecta una reduccia de
l'amnplitud § un allarpament de Ja laténeia 1, finalment, 1a desaparicid dels PEPS (Mendell et al 1976,
Un procés semblant ba estat observat tambd en newrones del gangli simpatic (Sumner 1973,
Brannstronm et &l 1992a, 1992b), La imterposicio de digitacions de cel-fules d'astroglia i micrdplia que
s'han activat | profiferat abundantment després de la lesié semblen les responsables d'aquest
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aillament (Kreutzberg 1995). Aquesta situacid és, perd, reversible si U'axd és capag de regenerar i
teinrtervar un tertitori diana (Sumner i Watson 1971), Aixf s"assegura l'aillament funcional del circuit
nervios lesionat i inoperant de la resta de eircuits neuronals actius (Mathews i Nelson 1975, Putves
1975, Summer 1 Sunderland 1973,

L'entrada massiva de Ca®™ a l'axoplasma durant els primers segons despres de fa besio t 1a supressio
de! transport axonal retedgrad de factors trofics, desencadena Uexpressio d'IEGs membres de la
familia jun, jun B 1 c-jun {Lunn et al 1990, Haas el al 1993), L'activacid d'aquests [EGs implica
l'expressid de profcines que répulen els anomenats gens de resposta tardana (laie response genes,
LRGs), l'expressio dels quals determina ¢n darera instdncia els canvis bioquimics, morfoldgics i
fisiologics constitutius de la resposta newronal, Les caracteristiques de l'expressid génica 1 la
ranscripeld proteica de pens temprans, neurctransmissors i factors de creixement sdn consistents
amb gl canvi d'estal de la nevrona lesicnada, encara que la simple asscciacid temporal d'aguests
canvis d'expressié amb la regeneracit ne sempre indica que es tracta de molécules velacionndes
essencials {Fu @ Gordon 1997, Alxi, en motonteurones axotomitzades o5 troba wit Inecoment de
Pexpressid dels gens temprans jun B 1 c-jun que podrien actuar comn @ senyalitzadors, la disminucid
de Pexpressio de la colim-acetiitransferasa (CAT), mentre que al mateix tomps ostd incrementada
lexpressia del péptid relacionat amb el gen de la caleitonina (CGRPY, la proteina assaciada al
creixement (GAP-43) 1 |es proteines del citoesquelet actina 1 tubulina (Friedmann et al 1925},
L'ingrement de l'expressio d'una moléculy immediatament després de la lesid i la involucid
progressiva amb la reinnervacid perifética, com ¢s ¢l cas de GAP-43, CGRP i 1soformes de whulina
indiquen el seu possible paper en la resposta neurenal. Aix{, la GAP-43 és una fosfoproteina que
S'eNPIessa £n neurones regeneratives, simant-s¢ a la membrana dels cons de ereixement. Sembla <er
un element determinant per a l'ecxiensio de neurites im vitre. Hi ha també una relacio estreta entre
cotnponent b del transport axonal lent, en el qual participen actina 1 whbulina, 1 1a taxa d'elongacid
axonal. Encara que laxotomia s'associa en peneral amb una disminucid de Vexpressio de
neuratransmissars 1 debs seus enzims de sintesi 1 degradacid, hi ha alpuns neuropéptids l'expressid
dels quals s'incrementa, de manera que, en determinades neurones, contribuiricn 2 la sugpervivéncia
axonal i Iz regeneracio. 1a vaseularitzecid i Vincrement de permeabilitat vaseular o tindrien activita
neuralrafica a traves de la seva activitat mitogénica de ciél-lules ghials (Fu 1 Gordon 1997).
L'expressid de CGRP estd incrementada paral-leiament a 1a reduccid de ta de CAT en moloncuroncs
{Hoas et al 1990}, En newones simpatigues s'incrementa V'expressid del paplid intestinal vaseactin
(VIP), galanina (GAL) i substincia P (SP} i disminucix la dels cnzims de sintesi de poradrenalina
neuropéeptid Y {NPY) com a resposta a I'accid del LIF. En neurgnes sensonals del gangii de Pamrel
dorsal. els neuropipuds subatincia P (SF), CGRP i somatostatina (SOM) estan regulats
negativament mentre que lexpressié de VIP, GAL, neuropéptid Y (INFY) i coleesioquinina (CCK)
os5td incrementada (Zigmend et ol 1997} Les neurones axolomitzades també sintetizen i alliberen
diverses citoquines, que, sinérgicament amb les citequines alliberades per macrofags 1 C5,
conttibueixen a produir la resposts inflamatieta, tenen efectes mitogénics sobre les C5 1 modulen ¢l
dipdzit de proteines de la matriv extracel-iular {ivlews | Mever 1993),
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2.4. Canvis de 1z glia centrzal

L'axotomia periférica de motoneurcnes ha constiit ¢l mode] basic d'estudi de les reaccions glials
espinals davant Ja lesid. Un dia després de l'axgtomia s'obeerva un inerement de la sintesi 1 expressio
de la proteing acida fibril-lar glial (GFAP) en astrocits (Tetzlaff et al 1988, Gracher i Krevtzberg
i980). Posteriorment, incrementen el nombre de filaments 1 emeten processos eol-lulars que
cobreixen regions no sinaptiques de la motoneurona (Svensson 19943, Dics després Pexpressio de
GFAT disminueix, per tornar a augmentar al cap d'unes setmanes, Si s'impedelx la reinnervacio de
dianes museulars, s'ehserva que els astrocits mantenen l'embolcallament de la motoncurona afectn
durant bastant de temps (Sumner 1977, Gracher i Krevtzberg 1988}, També s'ha obscrvat un
increment de l'expressid d'un conjunt de glicoproteines multifuncionals que tenen capacitat par
inhibir 1a lisi neuronal mediada per factors de complement, participen en fendmens d'adhesio
cel-ular, transport de lipids i d'alires processos relacionatzs amb iz supervivencia neuronal
{Rozenbere i Silknesen F925}, aian com de PDGE 1 del seu reecptor en asirocits reactius (Hermanson
et al 1993}, Finatment, s'ha demaostrat que els asirdeits reactus expressen una subunitat del receptor
de N-metib-D-Aspartat (NMDA) (Popratiloff ¢t al 199%8) relacionada amb una necessitat
d'incrementar la recaptacid de glutamat o daltres agonistes alliberats al medi després de lesions
penferiques.

Als pocs dies de la lesio, I'increment de 'cxpressic d'vn receptor del sistema de complement (CR3)
posa dc manifest Iactivacid de la micrdplia (Gracber et al 1988}, A les 24 hores de 1a |esid, aquesics
cél-lules sofreixen una retraccid dels seus processos, augmeinten de mida i inicien ka seva proliferacié
por mitgsis, Als 7 dies, ja no s'observa proliferacid de micrdpglia (Svensson eral 1994}, encara que [a
reaccit plial €5 persistent en el temps, especialment i no ¢s produeix 1a reinnervacic periférica per
part d'axons regeneratius (Suminer 197%9). La mierdplia migta i se situa també a l'entorn de les
neurones axolomitzades, procés que nomeés s relevant quan la lesid comporta una perdua axonal
impertant (Cova i Adskopnus 1986), encara que les membranes neuronal 1 microphial estan semypre
separades per la interposicid de processos astrocitans {Svensson 1 Aldskogius 1993), La microglia
expressa una strie de proteines de superficie 1 un inerement de la unid de molécules com l'antigen de
funcid lescocitariz (LFA-Taif) que posa de manifest un increment de ta motilitat microglial
{Moneta ¢t al 19933, el factor estimulador de pranulieits | macrdlags (OWNCSE} 1 el factor
cstimulador de coldnies de macrdfags (MCSF) que repulania la mitosi daquestes ¢él-lules (Raivich et
al 1997} Tamba s'induelx Fexpressic d'antigens del complex, major dhistocompatibelitat 11 1 (MCH-
/117 1, el sistema del complement presenta importants modificacions, destacant l'increment de
I'expressi del receptor CR3, dels factors C1 i Clq i la induccia dels factors C3, C3d, C4d 1 C9
{Svensson i Aldskogius 1992, Walport 1993). En situacions dv mort neuronal, les cél-lules de
micriglia actuen com a macrofags, especialment en animals neonatals, fent As de totes aquestes eines
de reconeixement immunoldgic | destrucedd cel-lular (Guntinas-Lichius et al 1994, Anpelov et al
19935,
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Amb 1a lesié de l'axé periféric, cs registren en clements de ta via sensorial, reaccions molt semblants a
nivell dels ganglis de Ics ammels dorsals. La reaccio neuronal © glial t€ tendinecia a cxtendre's cap als
processos centrals, inclocnt també les terminals § axons en la banya posierior de la medul-fa espinal.
Aquestes transformacions han estat denomuinats canvis transganglionars {Adskogius et al 1992) &
consisteixen en depencracid dels axans centrals, canvis moleculars de péplids § proteimes assaciades
al creixement, col-lateralitzacid | alleracions de la transmissio sindptica (Hakfelt 1994, Woolf 1
Doukell 1994} Poc temps despres de 1a lesio dels axons de neurones sensonals hi ha una expressio
incrementada de GFAP, indicativa d¢ la hipertréfia astrocitdria, que no es por prevenir amb
Paplicacid del factor de crelxement neural (NGE) en Vaxé seccionat {Enksson et al 1997 S'ha
observat 'embolcallament de terminals neurcnals per cél-lules de I'astriglia sense accid fagocitica
(Persson et al 1991). Cél-lules de la micrdglia resident comencen a acumular-se entre des 24 1 48 hores
postetiors a la lesio cn les drees de projeccid de 1a newrona senzonial (Persson of al 1995, Melzer et al
1997}

La intensital i durada de les respostes astroglials i microglials sén proporcionals a la gravetat de la
tesic. 8i bé es pot explicar que en animals negnatals, en qué 1z mort neuronal post-axolomia s
important, la praliferacié microglial i la resposta astroglial esth destinada a 'eliminacid de les restes
neuronals, no s'explica massa be el seu paper en sujectes adults. En aquest cas, las resposies oljals
estarien destinades a afavorir la supervivéncia i la recuperacid metabdiica de la nevrona i,
posteriorment, a afavorir la regeneracid axonal., Al mateix temps, Uastropha csteria dircctament
implicada en l'atllament de les terminals sindpligues espanals de les neurones afeetades (Shortland
Woolf 1093, Blizinger 1 Kreutzberg 1998). Aplicant un factor antimitdtic (ARA-C) s'ha demostrat
que, malgrat leliminacio de gairebé a totalitat de la micrdplia espinal, la resposta neurenal. el grau de
creixement axonal i reinpervacid de dianes, aixi comn ¢ls {endmens d'aillament sindptic es produeixen
igualment (Svensson 1 Aldskogius 1993), De manera paral-lela, s'ha observat que la supressié de la
proliferacid microglial coincideix amb Fanul-lacid de IMnerement de U'expressio de GEFAP després de
lesions axonals. Agquest fet indica que la hipertrofia dels asurocits tampoc €5 un requisit
indispensable per a la supervivéncia neuronal, la regeneracid axenal i Iaillament sinaptic (Svensson et
al 1993), Es probable que les cél-lules de la micrdglia no intervinguin en el matzniment i suport de la
neurong axotomitzada i, per contra, juguin un paper en leliminzcio de restes en degeneracia ienla
temodelacid axonal després de lesions periferiques (Aldskopgius | Kozlova 19873,

2.5, Regeneracid axonal

Com a resultat de ['clagticitat dei teixit connectiv del nervi, immediatament despres de la lesid,
s'observa una retraccid que wndeix a generar wn espal interneural [ dificulta en alguns casos la
reparacio per sutura directa, En la zona de lesid es desencadena una reaccid inflamatoria amb
extravasacio de plasma sanguini procedent dels capillars secckonats i acumulacio d'exsudat entre
ambdds caps del nervi, La proliferacid dels fibroblastes per tal de conformar en 21 punt de lestd una
nova estructur endoneural constitueix, a lo 2ooa de seccid, una massa cicarricial conformada per
filaments de c¢ol-lagen amb vasos sonpuinis, fibroblastes, C85 | macrdfags. La probabililat que es
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generi un nevrorma a l'exirem nervids augmentda en lesions nn reparades, de manera que aguesta massa
fibrosa es wansforma en un obstacle per a la regeneracié (Sundertand 1991}

Paral-lelament a la preparacité del soma neurgnal per a la sintesi de components estructurals del
citogsquelet | la membrana, ¢ls segments proximals dels axons supervivents generen cons de
creixement. Aquests brots neurals que semblen aparéixer no com a fendmens induits pel soma
neuronal , stnd mes aviat per senyals procedents de Fentorn tocal {Kato i Ide 1994), ¢5 fan presents
a les poques hores d'haver-se preduit ba lesid. Aquestes estructures "naveguen” distalment en
contacte amh les bandes de Biingner, formades per les C8 alineades a l'entom del teixit connectiu, i
la lamina basal dels tubs endonevrals {Selzer 1980 (Fig. [.2.1). Les C8 del sepment nervids disial, 3
malt especialment, la subpoblacid de les no mielinitzants proliferen a linterior de la lamina basal
dels tubs endoneurials durant els primers dies postlesié, formant les anomenades bandes de
Blingnuer, {Ramon y Cajal 1928, Bunge 1987). A linterior d'aquests canals, les C5 generen un
eradient de factors nearotrofics 1 unz membrana basal o matnu extracel'lular rica en elements
promoters del creixement axonal, que puien cbs eons de creixement fins als drgans diana denervats.
L'entitat derivada de la interaccid entre la membrana basa] de les CS1 ¢ls cons de creixement axanals
% el que s'anomena unitat regenerativa {Fawcett 1 Keynes 19907, Cada axd acnsiuma a generar entre
30 1 100 brangues amb diversas cons de creixement que penetren a l'atzar en alguns dels tubs
endoneurials 1 creixen enveltats de les C8 i liur membrana basal (Ramon y Cajal 1919). La velocitat
d'elonpacid axonal vers el segment distal €s de V'ordre de 2-4 mm‘dia en espécices de rosscpadors i
d'Tmmfdia aproximadament ¢n humans (Lundborg 1938, Bisby 19935). En abséncia perd de sepment
distal, ¢és freqgiient la lormacid d'wn nouroma a extrem del nervi conformat per teixit connectiu i
fibtes nervioses immadures que bloqueja la regeneracio distal, al mateix temps que €s una font
d'estirnulacid mecanica per conlacte de les terminals axonals (Sunderland 1978, Devor et a 198%).

En aguest eantext, hi ba tres fendmens basics que condicionen P'exit de la regeneracid axonal: cn
pricnee loc la produceid tant a nivell central com periféric de factors neurairdfics que afavorcixio la
supervivénecia de les neurones lesionades; en sepon lloc la proliferacio local de el-lules no neuronals
que mitjangat I'alliberament de substincies d'efecte nevrotedfic, neuritopénic i nEUTIlMIKPic Conegut,
promaguin especificament fa regeneracio; finalment i sobre la base d'aguest supon molecular, sha de
praduir 'elongacit axonal a través dels tebs endoneurials.

2.5 1 Supervivincia nenronal | molécules nevrowdfiques

En condicions fisiologiques, la supervivéneia i ¢ manteniment de newrones perifériques depen de la
capacitat de sintesi i alliberament de factors trofics per teixits i cél-lubes no neuronals situades a
l'entorn del soma o l'axd de la ncurona afectada. A nivell periféric, després d'una lesié nerviosa
sincrementa notablement P'expressio d'aquests factors especialment en les O3S, cls fibroblasts
endoneurals i els macrdfags infiltrats. Aquests tipus cellulars secreten, entre altres, peptids de Ia
familia de les neurctrofines (NGF, BDNF, NT3 1 NT4/5), factors dcid 1 basic de creixement de
fibroblastes (b-FGF, a-FGFY, citoquines (CNTE, [L-1, TL6, TNF-x 1 LIF), factors de crelxement
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tipus insulina {IGF-I 1 [I1}, factors derivats de cél-lules plials (GDVNF), hemegulines OSDF 1 GGF) i
d'altres (PDGF i EGFY {Liu 1999, Tu | Gordon 1997). Alguns d'aquests factors tenen efectes
especifics sobre determinats tipus neorenals, daltres sén actius biologicament en més d'un tipus de
neutrona i, finalement, d'altres prescerten un amphi especire d'activitats neorotréfiques i mitopénigues,
Aixi, el bFGF, at mateix temps que té activitat inductora de la mitopénesi de les CS, col-labura al
manteniment de la supervivéncia de neurones motores, sensorials tautondmigques sinpatiques,
Receptors especifies lecalttzats als cons de creixement activen miyjangant la interaccid amb factors
trofics missatgers intracel-lulars que Internalitzen aquestes molécules i les retrotransporten fins al
soma on expressen efectes inductors de 1a supervivéncia i la regeneracic.

Per la seva banda, també les mateixes neurnnes lesionades sinketitzen i alliberen diferents molecnles
neerrdfiques, entre elles les ja esmentades NGF, BDNF, NT3, aFGF, PDGE 1 GGF {Kobayashi
¢l al 1996, Marchioni et af 19%3), gue tenen efecles autocrins @ paracrins sobre cél-lules neurcnals i
efccies mitogénics sobre cellules no neoronals (Verpe et a1 1996). L'expressic neuranal de receptors
per factors tréfics estd incrementada en algunes, perd no totes les nevrones afectades. Aixi el kB i
el p75 s'incrementen en motoneurones lesionades (Friedmann et al 1935, Raivich i Kreutzherp
1993}, perd disminueixen en neurones del gangly de l'arrel dorsal. Aquest angment transitor. pemuetnia
& les motoneurones acumular factors neurotrofics alliberats per la plia def seu entorn o be laciluar el
transport retrograd de newotrofines des de axd (Curtis er ab 1994). Per contra, la disminucid
paradoxal dels receptors d'zlea 1 baixa afinitat per a neurotrefines en neurpnes sensorials sembla gque
permetria regular intermament ebs aivells de factors tridics enddgens, per tal de mantenir-los per sota
del llindar & partir del qual la neurona terna al sex fenntip normal de "transmissia”, pert encara

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

2. 5.2 Profiferacio de céffules no nenrals; les U8

Un segon factor important per la regeneracio €5 la proliferacié de cél-bules no newronals responsables
de petierar el microambicat idond per al creixement axonal a l'extem denervat. De tots els elements
implicats la U5 t¢ el paper principal, ja que s'encarrega de generar ¢l substrat trofic i trdpic que ha de
sepvit de suport, guia i estimuel molecular dels axons que s'clonguen dins dels tubs endoncurals.
Després de Yaxotomia, les CF incrementen i'expressid de factors wofics | dels seus recepuors
corresponents, Alguns d'ells mdueixen la proliferacio d'altees tipus cei-lulars com els fibroblastes
{bFGF i PDOF) o be presenten cfectes quimiotictics afavgrint la migracid de macrafagos (LIF). El
resultal fingl és l'increment de la variclat i quantitat de factors mitggénics disponibles que activen la
praliferacid de CS o derivats de macrdfags {il.-1 1 TGF). La poblacis de CS al nervi degeneran
multiplica per quatre el sew nimero i ammiba a represenrar el 700 del waal di la poblacid cel luiar
(Salonen ctal 1988}, Aquest component cel-lulur &5 ¢l responsable de generr una lmina basal 1 una
matriu extracel-Jular amb activitat neuritogénica 1 nearilrdopica que inclou com a principals
components fibronecting, laminina, vitronecting, col-lagen tipus I, 1L 1 1Y, prolecglicans | tenascina C
(Reichardt | Tomaselli 1991, Liu 1996), 1 1ambé molécules d'adhesid cel'lular com LI 1 NCAMs
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{Kuccherer-Ehret et al 1990). Un segon mecanisme afavoridor de la tegeneracid axonal és 1a unid de
factors neurotréfics a receptors de la membrana de la €3, Pexpressio dels quals ha augmentat
considerablement després de la lesié, com és el cas del receplor de baixa afinitat per a NGF, p73, Ta
seva expressio sincrementa drasticament després de 1a denervacio amb la funcid d'unir NGF 1 actuar
comn un substrat peurotrddic per a i'axé regenecativ. L™NGE unit als ceceptors de membrana de Jes C5,
cn interacionar armb el receptor tiresinaquinasa de la supetficic de membrana dels cons de creixenment,
s captat, intemalitzat i transportat retrdgradament (ing al soma peurcnal.

Al mateix temps, e3 reduein 8 fes C8 Fexpressié d'alures gens que codifiquen components de la
mieling i dels fsetors CWTF (facter neurotrifie etl-liar) 1 GEAP (Sendiner et a1 1992), La C8 també
incrementa immediatament després de lesio 'expressio de 1L-6 que té activita aeurotrafica i de
manteniment de la propia cél-lula per via autocrina. Per altea banda, [aetivitat dels macrofaps
contribueix directament a la regeneracid nerviosa mitjangant l'eliminacia directa de substancies
inhibidores associades a la mielina i per mitjd d'una amplia gama de factors que sdn imporants per
la reparacio cel-lular. Els macrdfags alliberan també mitdgens per a les C8 i fibroblastes, cilnguines
que catitnulen la sintesi de factors de creixement 1 molécules d'adhesid en cél-lules no neurals del b
codoneunzl 1 cél-lules endotelials.

233 Elongaeid dels axons regensrafius

El tercer alement fonamental de la regencracidy ¢z P'elongacia de I'axd supervivent. Els cons de
CreiXement presenien una regid periférica i una regio central o cos que actua com a centre d'ancoratge
de la membrana plasmatica 1 del eitvesquelet, que s'encarrega de conselidar axo regeneratiu, En
aquesta regic €5 caracteristica Ja preséncia d'una acumulacid de vesicules 1 la polimentzaciéd de noves
unitats de tubulina que possibilita bé I"allargament dels microtibuls existents o bé la formacid de
nous {Bray 1992}, El segment periféric emet unes extensions citoplasmatiques anpmenades
filopodis 1 Jamel-lipodis, plenes de filaments intermitjos i proteines contrictils com Mactina i la
miosina (Letormeaw 1 Shattuck 1289, Bamburg etal 1992, Bridgman 1992) que actuen com a organs
"exploradors” del territori que els cons de creixement ¢s disposen a travessar. La progressio de
Fallargament dels cons decreixemeant es produeix gricies a l'ancoratge dels filopodis 2 moléeulcs de!
substrat trdpic de la matriu extracel-lular a wravés d'una poblacid de receptors per a molécules
d'adbestd especifiques com les inteprines o les NCAMS situades en la seva membrana (Letorneau 1
Shanuck 1939). Aquesta interzecid permet a les prateines contractils dels Giopodis estirar 2i con de
cteixement i fer avancar ¢ cos central. La presénca d'ions ealei 1 proteines quinases fan possible
l"estabilitzacio del citoesquelet format en fosforilar eis monfeoers de tbulina 1 les seves proteines
associades, anomenades MAPs. Alxi dones, la produceid d'an catom regencratiu adequat amb una
limina basal o matniu extracel lular rica ¢n clements newrotrdfics @ neurotropics gricies & les O8 és un
fel delerminant per a poder proaduic una clonpacid Apida i eficag.
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3. Denervacid i reinnervacié d"organs diana

3.1. Canvis cn ¢ls drgans diana denervais

La lesid axonat desconnecta Ja neurona dels drgans diana distals, La desaparicié d'aguesta relacit, a
través de Fa gual la cél-lula nerviosa es nodreix de factors wafics procedents dels teixits periférics,
tambe afecta a les cél-lules diana, No totes los cél-lules diana, en musculs, pell 1 dianes autenémiques
som, perd, ipualment sensibles ni es comporien igual davant la denervacib.

311 Misenl esguelétic

Els estudis de denervacio han demostrat que la innervacld muscutar és essencial per al manteniment
de l'estructura, 'activitat metlabélica, les caracteristiques immunochistoquimiques | la intepritat de les
fibres musculars i €] muscul, El mascul és capag de sobreviure a s denervaeid durant Harg temps,
£ncara que pot patit tres tipus de processos: atedfia, fibrosi 1 contractora. Durant el primer mes de
denervacia Matrdfia és ¢l fenomen predominant. La pérdua d'innervacia i ia manca d'activitat produeix
una caipuda sipnificativa del gew volum i pues, especialment durant els primers mesos d'inactiviat
(Sundlerland 1991). No totes les fibres musculars resulten uniformement afectades, fet que fa variar
I'estat muscular d'una repid a una aitra. Les fibres musculars presenten una reduccié de volum per la
pérdua de sarcoplasma, que es quantifica en una reduccid del 70% del seu didmetre alz 60 dies de la
lesid. La pérdua de pes que experimenta per 'atréfia de les fibres musculars es compuensa
parclalment per la proliferacid de teixit connectiu. Temps després de la denervacid, les fbres
musculars presenten una placa motora identificable, encara que aquesta perd la seva marfolopia
caracteristica 1 &s, per Lant, més dificil de detectar. Les fibres intrafusals semblen afectar-se en menor
grau que les exirafusals; sha pogut identificar en material histoldgic d'humans la preséncia de fusos
musculars fins als 16 meses de denervacid. La denervacia produeix un enpruiximent de 'epimisi, el
perimisi i Pendomisi que eavohten des Mbres museulars. Entre ol segon i el tercer mes de denervacio es
comenea a observar un increment del nombre de fibroblastes 1 del pruix del perimist i 'endomisi, Al
final del tercer mes Vatréhia de les fibres &5 tan evident que aquestes queden separades per amplis
aspais extracel-lulars. A partir dels 12 mesos de denervacid i eén casns d'atréfia extrema. els canvis
experimentats per la massa muscular esdevenen irreversibles i la fibra muscular s'oblitera.
Posteriorment es frapmenta ¢l nuchi 1 el sarcoplasma adquireix una morfotogia "arrossariada”.
Finalment la cél-lula s vacunlitza, es trenca |2 membrana del sarcolema i 1a fibra es frapmenta, L'area
afectada &5 envaida aleshores por macrdfags que eliminen els detritus resultants, En aquests casos,
fbres de teixit connectiu i Gbroblasts conjuntament amb adipbeits substitueixen les fibres musculars
perdudes. La degencracid muscular i la fibrosi acaben peneralitzant-se a tota la massa muscuiar
{3underland 1991). La immobilitzacié de l'extremitat dencrvada o el predomini del to muscular dels

arups antagonisies als denervals produeixen una redistribucid del balung de forces sobre anticulacio,

L'afectacid muscular resultant de la denervacid es pot explicar per la desapanieid de l'accid irdfica que
determinades substincies alliberades per Ia terminal axdnica tenen sobre |a fibra muscular. Daltra
banda, Fengruiximent de la paret capil-lar, Facemulacio de col-lagen en l'espai intersticial o canvis de
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l'estructura del sarcolema podrien dificultar la transferéncia de nuirients des dels vazos {ms a les
fibres del muscul denervat, La paratisiz vasoconsirictora i la immobilitzacié causada per la paralisi,
gue efimina la bomba muscular com 2 mecanisme per afavonr el retorn venos, afavorcixen l'éstas
linfatica i venosa 1 son factors adicionals que expliquen una imipacid insuficicnt del mascel denervat
parcigiment o tolalment (Sunderland 19913

3. 4.2 Receprors sensorials | pell

Difcrents tipus de lestons nervigses centrals 1 perifériques (seceid del nervi, reseccid del gangli de
I"arrel dorsal, rizatwmia 1 bloqueig amb roxing botulinica de la musgulatura) producixen una
disminueit en diferents graos del gruix de l'epidennis ¢n Uars regions de projeceid (Li et al 1997). La
desaparicit de I'efecte tréfic continuat de productes com el CGRP, alliberats per les terminals
nervioscs sensorials sobre cls estrats epidérmics explica 'atrdfia cutania per lesions sensorials. Eo el
cas de lesions motores on es mantenen les terminals sensorials, la pérdua d'estimuls del pes de
l'animal per la manca d'us dels misculs dencrvats | la interfereneia per part d'axons motors deis
processos de transport de factars newrotrdfics en axons sensorials veins justifiquen la majoria de
canvis {Li et al 1997). D¢ manca paradoxal, la simpalectomia no desencadena un aprimament
epidérmic amb la denervacid, fet que es pot relacionar amb up inerement de la inmunoreactivitat de
COGRE 1 VIP en la pell després d'aquestes lesions (L1 et al 1997). La denervacid continuada tambeé
posa de manifest un increment de U'ecxpressio del neuropéptid estructural PGP 9.5 {una ubiquitina
ncurnnal) en cél-fules de Langerhans {céllules prescntadores de CMH tipus Ti il a la pell} que
desapareix amb la reinpervacio (lsieh et al 1996}, Aquestes ¢él'lules son font de preduccid de
citoquines, que podren tenir kumbe una aceid wofica sobre ¢ls queratindéeits de Vepidermis.

Estudis immunehistoguimics demosteen que la reactivitat al PGP 9.5 que marca tota mena de fibres
nervioses despareix lentament a mesuca que té lloe la degeneracid wallerana. Als 16 dies d'uvna
compressid s'observa l'arribada a la dermis dels primers perfils regencratius que peretrasan
posteriorment a la epidermis i que corresponen 2 terminacions Nures de nociceptors |
termoreceptors. A diferéneia del patrt normal dinoervacio, | malgrat que proves funcionals
paralleles mostren una recuperacid de la resposa a Nestimilacic doloresa, les erminals formen una
xarxa de¢ terminacions cpidérmiques reduida i pogues arriben a los capes mdés superficials (Verdi i
MNavarrg 1997, Navarro et al 1997), Aixi s'cbserva una densitat de fibres per area epidiomica i un
nombre de perfils intraepidérmics clarament disminuits (Verdd 1 Navarro 1997}

Els receplors sensorials cutanis encapsulats depenen de la innervacit sensorial per a desenvolupar-
s i mantenir-se (Zelend 1976}, Les terminals sensorials dels corpuscles cutanis estan emboiicades
per CS terminals i els seus processos citaplismics sustentais també en 3 membrana basal (Ide
19861, La denervacié sensorial en fases postnatals (fins als 5 dics postnatals en la rata) produeix una
degencracié daquestes formacions i les seves estructures adiacents. En aquesta etapa, la reinnervacio
per axons regeneratins indoeix la neoformacid de terminacions especialitzades encara que
eslrucluralment atipiques. En animals adults sotmesos a compressio del nervi cidtie, cl enre, la
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capsula 1 les estructures auxiliars sobreviven a la tesid 1 poden ser reinnervardes (Ide 1982), Per
contra, la denervacis continuada productx Fatralia de les CS terminals 1 un increment de collagen. Se
sap que ¢n periodes de fins a 14 mesos de denervacid, les C8 terminals persisteixen i contribueixer al
manleniment de la formacié sensorial 1 a la seva reinnervacid {Ide 1982, Zeleng 1984). Al maleix
temps, la denervacid predueix la desaparicio de molécules d'acetileolina csterasa no especifica que
normalment &3 sintetitzada al reticle endeplasmic rupds de les CS terminals i alliberada a Uespai
extracel-lular. Aquesta disminueid és depuda tant a la desaparicié de Pelecte rofic de la innervacid,
com a latrdfia de la propia formacio terminal 1 les C35 del sew entorn (Dubovy i Aldskogius 15995)

Els corpuscles de Paecint sdn resistents a la dencrvacio, encara que una vegada reinnervats maostren
wna morfolopia particular. Aixi, mentre que en la peil innervada, les terminals axonals s'acosturmen a
dividir en multiples branques aixoplugades sobre una mateixa estructura de cél lules corpusculars, els
corpuscles de Paccint reinnervats mostren un core individual 1 separat per cadascuna de les brangues
nervieses 1 una estructura morfoldgicament melt diferent (Zelena 1984, Munper 19883 La
morfologia dels corpuseles de Metssner no es modifica excessivament en animals aduls per la lesia i
la reinnervacid mantenint fines lamel ies i axons de pran diametre al seu interior, encara que amb ung
disposicit distorsionada. S'observa perd gque ocupen una posicid més profundz a les papil-les
dermigques que els seus cormesponents originals 1 o5 troben sovint envoltades de corpuscles de
Meissner atrofics no reinnervats caracteritzals com a agregats cel-lulars | limina basal {Munger 1988,
Yerdld | Navarro 1997), En guant a les cél lules de Merkel, sitbades a l'epidermis basal i noervades
per axons tipus A}, després d'una compressié o seecid nerviosa es produeix la pérdua d'un A0% de
la poblacid, mentre que el 40% restant sebreviven de manera independent (Murse et al 1984,
Dubovy 1 Aldskogius 1995}, A Ics 3-5 setmancs s'observa una progressiva recuperacid del nombre
de ¢tl-lules per l'arribada d'axons regencratius deguda a la diferenciacic de noves cél-lules de Merkel
probablement indvida per la innervacié (Murse ot al 1984), Pel que {3 a la seva morfologia, despras
de la denervacid, mostren un aspecte histoldgic molt semblant & loriginal, cncara que alguns registres
elecrofisioldgics posen de manifost una reinnervacit per un nombre de col-laterals nervioses menor
(Nurse of al 19847, Des del punt dg vista funcignal sha demostrat que la reinnervacid genera camps
mecanoreceptors més amplis [ solapats que els onginals. Al mateix 1emps, una elevada proporcié
d'aguest receptors mostea electrofisiolégicamens una pérdua de la seva capacitat per actuar com a
receptors d'adaptacid lenta, amb una atenwacid rapida de la seva fieqiléneia de despolantzacid davant
d'un estimul actil G (Murse et al 1984),

3.1.3 Dianes del sistemia mervios oildrom

Les plandules sudoripares (GS) mostren amb la dencrvacio postganglionar un procés de
desensibilitzacid a I'accio d'agents colinéepics, constituint una excepeit a la llel de Cannon (Cannon
1939, Kennedy i Sakuta 1934) scgons la qual la denervacid produeix una hipersensibilitzacio de
receptors periférics a l'accid d'activitat o moléeuies agnnistes. Mo shan observat canvis en la densitat
1 ta distribucid de receptors muscarinics de les GS denervades ni cap alteracid del subtipus de
receplor o alteracit de la afinitat peis seus aponistes {Grant et al 1991). Tampoe s'han demostrat
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alteracions produides per ta denervacid sobre el sistema d'acoblament de la proteina G al
metabolisme del fosfatidilingsitol, rad per iz qual es pensa gue la desensibilitared és depoda a la
manca d'alliberament des de la teminal axanal d'una o diverses proteines que regulanen la funcid dels
canals de CIm i K™ (Grant i Landis 1991). Des del punt de vista estructural, 1a denervacid traurmarica
0 toxica comparta una pérdua de la innervacid de la GS per part de perfils immunoreactiog a PGP
9.5, CGRFP 1 VIP, mentre que la seva estructura histoldgica es manté intacta i oo experiment: canvis
{Kennedy et al 1990, Yerda et at 1938).

Per contra, els vasos sanguinis que reben innervacid autondmica dels fascicles nervicsos afectats
mostren fenomens dhipersensbilital a la denervacid i reaccionen amb una vasoronstriceld reactiva
que, si bé en primera instancia permet mantenir un cert nivell de pressid arterial muscular, al mateix
temps produeix vn déficit dimigacid de V'extremitat afectada (Sunderland 1921} Alpuns autors
assenyalen la pardlisis vasgconstnictora com un dels efernents que participen en provocar fendmens
dawrgfia muscular i cutinia postdenervaerd (Sunderland 1991}

3.2, Reinnervacio periférica

La reinnervacio dels érgans diana distals que han quedal denervals per la lesié i la posterior
maduracid dels axons regenerativs una vegada ja ha tingut lloc 13 reinnervacid es consideren les fases
finals del procés de regeneracid nerviosa. Una série complexa de senyals bidircecionals establerts
CRIre axons regeneratius i organs diana periférics regula la reinnervacis. Aixi, en la reinnervacio
muscular, lincrement de la sintesi i ('alliberament d'VGF per part dels mideits denervats, que ¢s
normalitza en produir-se ¢l contacte neurona-fibra muscular i la neoformacid de la sinapsis,
afavoreinen el restabliment de les connexions neuromusculars (Glazner i Ishil 1993). Al mateix
temps, les motoneurones 1 fes prapiez fibres musculars alliberen agrina, un pelipéptid que s'uneix al
seu receptor del sarcoplasma de les fibres musculars denervades | desencadena la reorganitzacia )
agregacid dels receptors d'acetilcoling en la zona de mombrana on s'ha de produir €l contacte
neurcmuscular {Bowe 1 Fallon 1993} Yaquesta manera, Ja combinacié de factors i claus
quirnictactiques i Faeeid de proicines reorganitzadores dels elements de la membrana postsindptica
parantiteen la formacid de les noves connexions penléngues.

La reinnervaeid, a mes dels canvis que s'indusixen en la membrana de ["rgan diana, implica ambe
modificacinns estructurals de les nourenes (egencratives per 1al de transformar els sews cons de
creixemunt én butons presindplics, Aixi, la progresid de 'axd repencratin mitjangat la polimeriizacid
de noves unitats de whulina en la formacid de mucrotibuls estd mediada per la fosfontlacio de la
GAP-43 (Skene 198%), {ligada a una cadena de reaccions bioquimigques que en darrera instancia
produeix Ja mactivacid de diverses quinases del con de creixement, inhibeix la seva unid a ia
calmoduling i causa una reduccid dels processos de fosforil'lacid 1 un descens dels nivells de la
concentracid d'ions Ca?* lliures que dificulta la pelimeritzacia i Mestabilitzacid de nous micronibuls i
per tant €] procés d'elongacié de Uaxd regeneratiu {Strittmatter et al 1991). A la vegada aguesta
rctamorfosi dels sepments regeneratius distals implica un increment de! transport de vesicules que
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fusionades amb la membrana dels cons de creixement aupmenicn Ja seva superficie i el seu volum
citoplasmitic. D'aguesta manera, les vesicules aporten lipids i proteines de membrana que
eol-laboren a esiructurar la membrana presindntica {¢anals de calci, bombes de sodi-potassi- AT Pasa,
receplors presindplics, ¢tc.} 1, al matelx temps, s'estabilitza el citoesquelet de 1'axd regenerat i
auvgmenta ¢l transport d'orpAnuls citoplasmatics | de vesicules de neoretransmissors i
newromoduladors (kelly 1 Grote 1995).

La darrera fasc de la regeneracio nervinsa és la madoracid dels axons i les €8, En aquest periode
postetior a la reinnervacia €% producix un increment del didmetre axonal i del gruix de la beina de
mielina. A més, I'axd incrementa Ia sintesi i el transpert de proteines del citoesquelet. La C8, pel seu
costat, mostra un increment de la sintesi de lipids 1 proteines de la misling i una reduceis de ta
produccid de factors newrotrdfics. Tots aquests canvis en comjunt comporten 1a maducacid axonal
des del pune de vista estructural i funcionalment la recuperacid de la velocitat de propagacid
d'impulsos bioeléctrics per part de les fibres regenerades (Sundecland 19913 Tot aquest conjunt de
canvis estrueiurals, bioquimics 1 fisielégies responen a la posada en lfuncionament d'un programa
eomplex d'expressio 1 repressié génica selectiva en neurones @ C85. Aixi, quan cs reestableix cl
conlacte neuromuscular, s'observa un merement de Vexpressio de gens que codifiquen la sintes: de
lipids i proteines de ia miclina {Johnson et al 1988) aixi com també d'alguns factors neurotrofics
especifics com el CNTE que s'acumulen al citoplasma de les CF (Sendtner et al 1992} Al mateix
temps disminueix l'expressia dels gens que determinen 'expressio del receptor de baixa afinitat per a
MGF (p?3NGFR)Y i 1a neurotrofina NGOF (Johnson et al 1988), ] contacte intercel lalar incrementa
també els nivells citoplasmatics de AMPe ¢n |a C5 1 indueix a la seva vegada l'expressid génica
{(I.cBlanc i Podusle 1990, LeBlanc et al 1992). Un dels factors de wanscripeid activats pels nivells
dAMPe &5 ¢l SCIP ("suppressed cAMP-inducible POU") que es considera responsabe dels canvis
pénics a les C8 que condueixen a ka mielinitzacid axonal (Scherer ¢t al 19%4). Al matetx temps,
lincrement de AMPe intracel-lular lambé por induir-se per factors difusibles secrelats per les
maleixes neurpnes regencratives que d'aquesta mancra exrceixen un contrel axonal mdirecte sobre
l'expressud pénmea de tes C5 (Bolin 1 Shooter 1993}

De fet, les C3 no només juguen un paper decisiv en la maduracid neural, sing tamb# en [a
reinncrvacio periférica, Aixi, en la unit neuromuscalar €5 pot observar que kes C8 no mizlinitzants
responsables de] recobriment de la unid nearomuscular, participen en ¢l manteniment i la reparacio
postlesiva de les sinapsis entre motoncurcnes i fibres musculars. Aquests cél'lules son sensibles a
canvis de la transmissié sindplica que t€ lloe a ia placa motnra {Tahromi et al i1992) 1 responen a
I'gzstimulacid dels axons motors amb un canyl de la permeahilital per ions catci mediats per canals
dependents de voltalge o lligand (Robinaille 19933 DMaltra banda, en processos de denervacio
muscular, aquastes c2l-lules tambe eontribueizen al manteniment dels midcits ¢enervats al migrar cap
a clls i alliberar acetilcolina (Brockes 1984). Al mateix temps, emeten processos citoplasmitics
tmiktiples fins les fibres musculars, que els serveixen de gnia per al creixement dels axons motors
durant la teinmervacia i inhibeixen 'exeés d'elonpacid axeonal a les proximitais de la placa
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newromuscular per inicisr la ginaptogenest (Chin et al 1991, Son et al 1996}, Les C5 werminals mmbé
promouen la coblateralitzacié terminal dels axens motors cap a diverses fibres musculars veines
{Duvovy 1 Svizenska 1994},

Diversos estudizs han demostrat que diferents tipus de fibres nervioses manifesten una capacitat
diferencial per emetre colaterals, regenerar i reinnervar les seves dianes (Mavarrea et ab 1994, 1997),
Pel que fa a la innervacid muscular i sensorial dels Tusgs museulars, després de compressions
periferiques, s'observa un cer retard en a reinnervacid de fibres musculars intrafusals respecte de les
extrafusals i 1a regeneracia de fibres sensorials de projeceid cutinia i mosiren patrons de reinnervacis
permanentment deficitaris (Verdd 1| Navarro 1997), Aixi es troben cronicament alguns fuses
musculars denervats o parcialment innervats amb ena estructura andmala. Els axens regeneratius
sensorials es projecten sobre un territori distal d'extensid superior a l'original sepons la seva capacitz
de col lateralitzacid. Aixi, les fibres sensortals primes nociceptives (polimodals) presenten despres
de lesions una reitmervacid funcienal més extensa gue £ls axons sensorials gnnxues {MlCCanoreceplors
de balx llindary (Povlsen et al 1994). Hi ha evidéncies que mostten que la ecinnervactd luncional per
axons prims sudomotors 1 nociceptius s'inicia abans 1 assoleix mivells superiors que la d'axons
mielinics sensorials o motars (Navarro el al 1994)). L'existéncia de diferéncies en la taxa de
repencracid | el temps de maduracio ¢ 'establiment de sinapsts de aove cotre aguests tipus de fibres
nervioses podrien explicar aguest fet (Navarro 1 Verdd 1997). L'estudi immunohistogimic de la
innervacid intraepidérmica per part de terminacions liutes amb funcié termoceptora o noeiceptora
demostra gue, després de seecld nerviosa, el patrd de reinnervacio démic 1 cpidémnic ¢s deficient
respecte de l'original o respecte del mostrat després d'una compressid. Aixl s'observa un nombre
elevar de temminacions lliures que queden aturades a nivell de la membrana basal epidérmica mostrant
una dificultar per travessar-la (Stankovic et al 1996, Verdd i Navarro 1997). De fet, en lesions de
secctd, dificilment els axons aconsepueixen resituar-sc @l seu b endoncurial aripinal produint en la
majoria dels casos un redireccionament crroni del axd regenerativa. Les fibres intraepidérmigues
corresponen a axons amiclinics tipus T o terminals derivades de fibees mielinigues localitades a la
dermis que perden ¢l scu cmbolcallament en travessar la membrana basal epidémmica, quedant 'axa
en contacte directe amb els queratindcits, Quan Jes fibres amieliniques degeneren, no es formen
bandes de Bingner, raé per la qual els axons amiclinics tenen més dificultat per frobar punis per
travessar la membrana basal det Hmit dermo-epidermic (Stankavic et al 1996). Quan s compara la
reinnervacia funcional amhb l'estudiada per métodes immunchistoquimics es pot observar gue la
recuperacid de la funeié muscular i sudomotora té lloc aproximadament 48 hores despres de
l'aparicid de periils nerviosos schre aguestes dianes (Verdn i Navarro 1997), Aquest retard ¢s
probablement el temps necessari per tal que £ls axons motors 1 aulondmics efectuin la
neoginaptogénesi que sembla bastant semhblant entre axons motors | autondémics, Per contra t
paradoxalment, el mateix estudi demostra la recuperacio funcional de la sensibilitat dolotosa &8 hures
abans de Ja preséncia de perfils immunoreactius a PGP 9.5 intraepidérmics. Les terminals [liures
repeneratives poden comengar a respondre a estimuls nocieeptivs en la profunditat malgrat no haver
aconseguit travessar la lamina basal epidérmica (Verdda § Navarro 1997),
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4. Especificitat de 1a reinnervacio periférica

La comecia restifucid funcional despres d'una lesio nervicsa no nomeés exigex I'éxu de la regeneracio
axonal i de la reinnervacid de dianes periférigues, sino que precisa també d'una apropiada reconnexio
entre neurones i drgans diana, amb en patrd similar al normal o com a minim compatible amb ¢l
desenvolupament de la funcid. Els principis que regulen Ja conducta de navegacio axonal després de
lesions i ia capacitat que tenen els axons lesionats per reinnervar les scves dianes oripinals estan
condicionats sumultiniament per quatre tipus de mecanismes: peurotropisine, puialge per contacte,
neurstroftsme 1 alineament quirargic (Fig. L4.1) .

A. Alineament quirdrgic B. Gula per ¢antacte
L d
- .--""'"/
s
- -"'//
C. Neurcirapisme 0. Neurdrofisme
AN “~L e
SR
-.<: -~
iy,

Fig, I.4.1. Teorit que determinen els mecarismes desperificitat, A, Alineament quirirgic: el desti axomal queda
deterrninat al punt de ceparactd per Valincament de L sutura. B, Guia per contacie: els axons Tegenerativs s6n gudats al
s2lL catrem Jistal comrecte gricies al reqoneternent d'un subatrat de seayals meleculaes. ©. Meurotropisme: ¢ls axpns
Fegencratiug 560 alrets cap a Fexirem distal comesponent dasprés d'escollir a rajectdriz adequada reapenent a factors
difusibles alliberats per lextrem distal, 0 Neerotcefisme: €l axons seleccionen a Farzar els ks endoneorials distals;
aquells que aconsepiexen for contacte amb und diana adeguada reben suport ific, maduren 23 mizlinitzen, mentre gue
la resta seran eliminats (Doglabk of al 1596,

El newrodropisme fa referéneia a l'atraccid quimiotictica a través d'una distincia interneural pels
efectes promotors del creixement § guia d'una série de factors quimistictics alliberats o distancia per
Pextrem neural o les dianes distals, El guiarge per comtaete posa tmfasi en la regulacid deol creixement
dels axons mitjangant factors moleculars Jocalitzats 4 l'entorn dels axons i en el reconeixement del
cami cowrecte mitiancant la interaccié amb substrats que repulen 'adhesid de I'axd a la membrana
basal. El neurotrafisme sugeereix que la seleccid de tub endoneurial per part de 'axd s'efectua en
funcié def nivel! de substancies wofiques que assepurin la supervivencia newronal i 'elongacid i 1a
miglinitzacid axonals Ans Iz diana en el menor temps possible 1 per fenomens de identificacio
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especifica. Al mateix temps, la hipdtesi neurntrofica destaca Mimporant efecte de 'oegan diana com a
font de factors de creixement adequats, de manera que els axgns gue en un cerl temps no
aconsegurexin remnervar dianes adequades no aconseguiran sobroviare o si més no madurar.
Finalment, la teoria de leflineamern guirtirgic assumeix que el desti final dels axons regencratios ve
principaiment detcrminat per la disposicio o enfocament de 1'axéd respecte dels tubs cndoneurials
amb els que quinirgicament ha estat posat en contacle, de manera que una vegada encarat o un
determinar tub endoneurial, per raons mecdniques, no pot corregir {a seva trajectonia, En aguest
context l'alineament entre els extrems neurals proximal i distal és el principal factor delerminant de
l'especificitat de la reinnervacid de troncs plurfasciculars (Doolabh et al 1996),

4.1. Poliinervacid, hiperinnervacid, innervacié aberrant

Els axons repenerats reconnecten amb estructures diana, recuperant la seva capacitat per transmetre
en direceid aferent o eferent senyals bioeléctrics, La reinnervacid i 'establiment de connexions
sinapligues aelives per parl d'axons regeneratius no garantitza perd la recuperacio de iz funcio global
(Surmner 1989). L'axo col-lateralitza de manera prolifica en el punt de lesid | esnet midlaples brangques
cap 4 tubs endoneunals distals, L'especificitat wpoprdfica i funcional de la rednnervacid de cada axd i
¢l nombre de branques de cada neurona &3 determinant per a la gqualitat de la recuperacid final
obtinguda. Aquesta depén, enire d'altres facilors, de la gravetat de la lesid (Brushart 1938), el
procediment reparakiv emprat {Brushart 1993), el nombre de bifurcacions del trone nervids (Sumner
1989, Brushart et al 1958), el grau de regeneracio assolit 1 det temips de recuperacid de la lesio
{Madizon et al 199%). Aixi, s'han descrit diferents transtorns de Ia qualitat de la reinnervacic
-poliingrvacia, reinnervacid mespecifica i hipcionervacio- que entorpeixen 1'os de sinapsis actives per
al correcte desenvolupament d'una funcid complexa com la deambulacid, la manipuelacid d'objectes o
la discriminacio i localitzacio tactil, La poliinervaeid ¢ Jlog quan uns mateixa diana és reinnervada al
mateix temps per diferents axons 0 per termioals d'un axd perfanvenl 4 Lna mateixa neurond,
cadascuna de les quals estableixen la seva sinapsi. Aquest procés es produeix poc després de
Varribada de 'axd sobre la diana 1 pot arribar a afectar fins al 60% de les filres musculars 1 presenta
una tendéncia a recduir-se anih el temps (Gorio ot al 1983). La reinnervacid incspecifics £s &l contacke
d'una dizna per part d'un axd Gnic d'una nourona que originalment no MNnacrvava (Sumner 1990). Els
cfectes funcionals son especialment notables quan les motoneurones que innervaven musculatura
flexgra reinnerven després de 1a tesid musculatura extensora de Ja matciza extremitat, o quan algenes
neurones sensorials canvien el seu Lerriton de projeccid cutani (Sumner 1990, Montserrat | Benito
198%). La reinnervacitd inespeeifica d'axons maotors sobre territoris sensonals 1€ també iendencia a
reduir-se amb el temps i Pis (Brushart et al 1993}, El concepte d'hiperinnervacii fu referéneia a la
inmervacid d'ana mateix drpan distal per miltiples axons procedents de diferents neurones, que al
mateix temps emeten altres branques sobre multiples dianes, Depén de la guantitat de branques
callaterals emeses en el punt de lesié per cada axdé seccionat 1 ne ¢ tendéncia a ceduir-se
espontiniament amb el emps {Angelov et al 1923, Angelov ct al 1996). El resultat és l'acuvacid
simuftania, per la despolaritzacié d'una dnica neurona, d'argans diana, generalment musculars, ¢l
funcionament dels quals no estd habitualment sincronitzat (Angelov et al 1993}, Els fendmens de
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poliinervacio, hiperinnervacio 1 reinnervacio aberrant s6n els principals causants de l'anomenada
sindrome de paralisi postquirtrgica, que i g després de lesions de nervis perifériques, consistent
en el blocalge de] moviment, moviments associats anarmals, discinésies 1 pérdua de control i
coordinacid motora {Kimuara et al 1975, Beoto i Miniti 1953), Les ncurones que projecten sobre
dianes perifengues equivocades ne presenten sempre capacitat per adaplar el sex comportament
electrofisioligic (patrons de descirrega) a les necessitats dels drpans errdniament reinnervals (Gruart
et al 1%98), encara gue alpuns dels paciems afectats per aquesta mena de fenémens post-

reinnervalius poden aprendre a recodificar els moviments 1 1a topografia sensorial.

4.2, Activitat neureiropica 1 nivells d'especificitat

£l termne nenroiropisme sutilitza en neurgbiclogia per descrivee la regeneracié d'un axd dirigida per
un gradient de concentracions de factors fins a reinnervar una diana especifica, en front d'altres tpus
cel-hulars 1 otgans no afins (Brushart 1991), Un dels debats clentifics a l'entom de ia repeneracio se
centra en l'existéncia o no d'especificitas mediada per fendmens tropics a entre ¢ls axons regeneratius
i teixit nervids, amb el sew tronc o fascicle nervids corresponent, respecte €] sen tub endoneurial
original, amb una una diana que li stgui tssularment corresponent | fins § tot un &rgan ne nomdes
tissluarment sind funcignalment adeguat,

En el context de la leoria nourotropica, cal distingir jerdrquicament dels nivells d'especificitat mes
grollers fing als mes fins entre espreilicitat de teixit o tissular, especificitat fascicular o de tronc
nervids, especificitat de funcié motora versus sensorial, especificitar topografica 1 especificitat
d'drgan diana, E] teme especificttet de feixit expressa la capacitat del col-lectin d'axons tegencratius de
dirigir-se cap a un segment distal nerviés | no cap a estnuctures connectives, ossies o d'alires Leixits
o neurals, L'especificitat fascicular o troncular descrin la capacitat dels axons d'un fascicle
determinat de trobar el seu comesponent extrem distal com seria la regeneracid dels axons del nervi
peroneal a través de l'extrem chistal del fascicle peroncal després d'upa lesio del nervi giatic.
L'cspecificnat sensori-motora {3 ta que separa £ls axons afercnts dels eferents i juga un paper
determinant ]a poblacid d'axons que réinnetva necvis tributaris. En aguest context, Vespecificitat
fopografica demosira la capacitat dels axons gue es projectaven sobre una regioc corporal de
reinnervar la mateixa zona després de ia lesid. Aixi, per exemple, despris d'una lesid del rena mitja,
els axons sensarials que recollien la sensibilitat del dit index s'han de projectar cap aguest mateix dit
per garantir una correcta localitzacid dels estimuls. Finaiment, Yespecificitar d'drgan diana es
produeix quan una neurona reinnerva pereferntment ¢l tipos de diana que originalment innervava i
per al qual ocupa unp disposicié anatdmica 1 presenta connexions especiflques amb vies | nuclis
centrals (Brushart 1998). Les dades dels estudis realitzats fins al moment confirmen 'especial
afinitat dels axons regeneratius pel seu extrem distal davant daltres teixits, posen en duble
T'existéncia d'un neuroctropisme fascicular, i confinmen en un model de nervis mixtes I'afinitat especial
dels axons motors per dianes musculars (Brushart et al 1988, 1990, 1993) i dels sensorials per
regions cutanies (Madison et al 1996} En termes globals tot i que una gran majoria dels factors

twofics, molécules d'adhesia, proteines de la matriu extracel-lular i molécules d'activital ncuratrépica
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durant €l desenvolupament han estat implicades, ¢s desconzixen els elements molecuelars que fan
possible aguesta identifteacid en models de lesio ¢ repeneracio en animals postnatals i adults.

4.2.1 Newrotraopisme lissular

Les teorics neurgtlrdpiques i quimiotropiques dels axons regeneratius i l'efecte de Pexirem distal
nervids va ser enunciades per primera vegada per Forssman (1898) i revisades postericrment per
Ramon y Cajal {1928}, Aquest autor va establir que la navepgacid axcnal estava cendicionada per
l'accid de diferents elements -entre clls les CS-) perd que aguesta influéneia no era individual
cspecifica entre cada axd i cada tub endoncurial sind geoneral i eol-lectiva per a tots ells, que son
dirigits cap a la periferia; va batejar aquest fendmen amb el nom de senrorropisme, Cal als anys
guaranta, Weiss i col-laboradors van descartar després d'una série de treballs, postertorment moli
eriticats, la hipdiesi nearatrdpica de Cajal (Weiss 1 Taylor 1944, Weiss i Hoag 1948} Aquest fet va
descaratyar la receca ¢n aguest camp durant un patell de décades. A prineipis dels 80, Lundberg va
demostrar que els axons regencraven dins d'una cambra wbular en sentit obligu per (al de dirigir-se
adequadament cap a FPextrem distal que havia esta sawrat a l'angle oposat {Lundborg 1982).
Posteriorment diferents treballs van posar de manifest que, davant la disjuntiva de regencrar cap a
dos terxits diferents exposats a I'extrem nervids proximal per mitja d'un tub en "Y", els axans cs
dirigien preferentmetit cap a teixit nervids (extrem nervios distal) que cap a teixit osst, tendings o de
cranulacio (Lundborg et al 1983, Mackinpon et al 1986}, Aquests cxperiments, consislents amb
Thipotesi nearotropica de Cajal, no van aconsepuir demostrar-la de manera especifica, donat que les
diferéncies observades podrien ser atribuides a la disiribucid 1 la disponibilitat de factors
neurotrafics de subpoblacions d'axons que determinen a la vepada la seva capacitat de sobreviure.
Recentment, s’ha demostrat I'efecle atractiu de 'extrem distal sobre les CS productores de factors
neurotrofics (Abernethy et al 1924). La manca dextrem nervios distal produeix vna elongacia
erratica dels axons repeneratius, els quals quan s'enfronten a |'extrem distal mostren una clara
direccionahilitat fins i tot abans d'arribar a contactar amb ¢l] {Kufiler 198%).

4.2 2. Newrotropisme fascicular

Per demostrar que existia neurotropisme de trone nervios o fascicular, Politis 1 collaboradars van
exposar ¢ls axons seccionats dels nervis tibial o peroneal de rata en un extrenm del tub en "Y" als
extrems distals fasciculars d'aquests dos nervis, scparats per un ¢spal interngurals de 5 mm. Al cap
de 4 setmanes, ¢s va observar una selecrivitat de creixement dels axons pereneals cap a l'ingert
peroneal (Polis et al 1982, Polius 1983, Politis 1 Stess 1986} (Fig 1.4.2). Ll breu periode de
seguiment, perd, no va penmetre discriminar entre el possible efecte neurotrdfic que promouria e
creixement selectiu dels axens amb mes disponibilitat de factors de creixement ¢ un verifable efecte
ncurotripis. Els intents de replicar aguests experiments cn models de wbs en "Y" aulitzant fascicles
neTviosos distals 1 comptani ¢l nombre d'axons han conduit eap a resultats controverits . Aixi,
Seckel [ col'laboradors van trobar una selectivirat de 2;1 entre axons gue projecten sobre Fextrem
corresponent respecte de l'cquivoeal entre tibial i peroncal a traves d'un espai de 8 mm a tes 6
setmanes [Seckel et al 1986}, menire que d'altres observen un increment de la selectinatat per damunt
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d'aquesta ratio en un pap de 10 mm i amb un temps de seguiment més llarg {Davey et al 1992). Per
contra, alires autors no troban cap mena de selectivitat pergneal-tibial a través d'un gap més curt de
& mm després de 6 setmanes (Abcraethy et al 19923 Tomant al moedel original de Politis un esiudi
va comparar ¢l grau d'especificitat de la reinnervacid que s'aconsepuia utilitzant extrems nerviosos
distals lligats a la seva diana corresponent o bé injerts de extrems nerviosns distals. Es va observar
que 1a proporcio entre axons correclament dirgits § equivocats era pitjor en ¢l primer dels casas i que
aquestes diferéncies es posaven especialment de manifest a partir dels 30 dies postlesic, moment en
qué les terminals contactaven amb ¢l miscul {Zhao et al 1992a}. Les propiciats neurotrpiques
podrien tenir més & veure dones amb la interaccid amb 'drgan diana que amb cl sepment nervids
distal. Alirgs treballs han demostrat que la tubulitracid és una bona alternativa a la sutura directa 1
incorrectament orientada dels fascicles nervioses, ja que aconseguia ana millor especibicitat de
reinnervacia i una recuperacié funcional més adeguada. en donar un marge als axons per deixar actear
les possibles propietats neurotripiques i no forgar mecinicament Perror (Evans et al 1991, Amb
tecniques de tracadors fluorescenls g'ha demostrat que en distAncies intemeurals d'entre 2 i 3 mm no
hi ha evidéncies d'especificitat fascicular, de manera que els axons se situen en & Wb endoneurial que
tenen davant {Brushart 1995} Totes les dades semblen indicar que el nevratropisme tissular que

marifesten els axons repeneratiug pel teixit newral, no ez déna a nivell dels trones faseiculars
(Doclabh ctal 19986).
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Fig [.4.2. Csqeema de iz mesura de la forga tetdnicd dels misculs pastrocneini i el tibial anterior reqnnervans 2 1rives de
Tubs per axons dels Tzscicles tibioh o del pereneal (tubs en "Y'} o simvslsiniament per axons d'ambddy faseicles (ubs en
"X} Aquest zistema permel guandificar Fespecificitac fencional ifo histoldzica de cadascun d'slls pel sou exireom disial |
el percentatpe de reiweryacid fungional abemmnt (Fao of al 15928, 1992¢),
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4.2.3 El paper del segment nervids distal

Una maporta d'autars han mostrat que la preséncia de exteem distal afavareix la regenzracid
{Mackinonn et al 1985, 1986, Lundhore et al 1986, Jeng 1 Cogpeshall 19868), encara que alouns
estudis han demaostrat que la presencia de 'exirem distal no és impresciadible per tal que snicii la
repencracid {Scaravilli 1984, Ochi 1983). Quan s'ha comparat en wbs en "Y" el prau de regeneracia
axonal de 1z branca femeoral sensorial exposada a I'exirem distal connectat al seu fermiton cuiani
versus un empelt aillat de nervi distal, s'ha pogut veure una reinnervacid preferent » una maduracid
més elevada dels axons que escollien el primer dels camins (Mackinnon i Dellon 1992), et que
demostraria o be ef possible efecte del transpoet retrdgrad de factors des dels organs diana en la
seleccid axonal o bé sumplement la seleccid de la branca més dotada de factors de creixement per pan
de l'axd regenerativ. També hi ha controvérsia en telacid a lexisténcia d'una especificitat determinada
per I'érgan diana d'un matesx tipus de teixit. Aixi tmentre alauns autors lan trobat una reinnervaca
selectiva després de lesions de mecanoreeeptors cutanis tipus [ per axons adequats (Haorch 1932) o
de dianes musculars espeeifiques (Mackinnon ¢t al 1953a, 1988, Laskowsla | Sanes 1988}
especialment despres de lesions compressives, d'alires descriuen després de transeccions una gran
guardital d'znomalies en la reinmervacio 1 ia seleccid de les dignes musculars i sensonals eorectes
(Rende ot al 1991, Brushart 1990), L'especificitat en la seleceid d'organs diana corespondria a un
fenomen prohahilistic basat en Fexisténcia de pradients de molécules guia, Alxi, existiria una relativa
identificacié especifica d'axons motors per fascicles distals motars, que s'incrementa en cas gue
l'extrem distal condueixt a 'organ diana adequat (Brushart 1993, 1998}

4. 2.4 fmnervacio mofora preferent

1.z selectivitat de la regeneracid d'un nervi mixt cap a les seves dianes musculars § cutnies ba permnés
analitzar els mecanismes de la seleccid de tubs endoneurials en cas d'encert 1 d'error. Alxi, s'han
descrit axons molots que penetren en tubs endoneurials sensorials envoltats de C5) aixi com axons
sensorials repenerant a traveés de fascicles motors (Zatewski 1970} gue en ambdds cosos no
aconseguien establic sinapsis funcionals i eren climinats posteriorment. Brushart @ ¢ol-laboradors
{1987, 198K, 1990, 1993) ha demostral en diversos trehalls l'existencia d'una seleccid especilica
d'axons mators {del norvi (emoral) cxposats a fascicles [ dianes scnsornials | musculars pels fascicles
maotors, | d'una reinnervacio acurada d'aquests de diancs musculars. Aquest fendimen ha estac batejat
amb €l nom de reinnervacid motera preforent. Aquest suposat fondmen de senrofropisme os prodeix
fins | tot en lesions malzlinendes o a través d'una certa distancia interneural (Brushart 1938).
Experiments amb retrotragadors destinats 2 analitzar 'evolucio temporal de la reinnervacid motora
preferent ha demaostrat que €l nombre de motoneurones que envien brangues a terminals sensorials
¢s inicialment molt elevat, perd disminueix amb el temps, a la vepada que s'inerementa l'especificitat
de la reinnervacio. Aquest fet provaria Pexisténcia d'una reinnervacid inicial produida a 'atzar per
col-lateralitzacio ahundant dels axons segeneratius (sprouting), que envien simultiniament col-Jaterals
a diferents fascicles distals, | posteriorment d'una espergada posterior de les lerminals que es

projecten sobre wiritons distals incorrectes {pruming) que permet assolir I'especificital,
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5. Reorganitzacié funcional després de lesions del sistema nervids periféric

Les lesions dels nervis periféries produeixen la desconnexid dels drpans efectors {musculars i
attondimics} i receptors (scnsorials) periférics dels centres de processament, control 1 peneracid
drordres neurals, que es reverteix pareialment amb la regeneracid i la reinnervacio distals. La
reconnexio axd-oérgan diana no sempre garanteiy la recuperacid de circuits complexes de control i
processament motor, sensorial i autondmic, gue impliquen a més d'estructures perifériques altees
elements neuronals i plials centrals amb els quals s'cstableixen interrelacions sindptiques ifo
metabdlinues, Al mateix emps, [a reinnervacid no sempre assegura el retorn de la edl-iufa 2 un model
de luncionament identic a l'original. El patro morfeldgic 1 funcienat de les sinapsis que les neurones
mantenen a nivell espinal canvia per l'afllament ocasionat per 'axotorma 1 no sempre retoma amb la
reinnervaci a la situacio prévia a la lesio. A més, immediatarment després d'una [esit axonal, ¢l soma
neurconal pateix la retraceitd del sew arbre dendritic i la desconnexid de les sinapsis que tenia amb
neurones propiespinals o de projeeeis. La desconnexis dels drgans periférics 1 Vactivacid del
programa de "creixement” axonal redueix Faportacid de proteines estructurals pel manteniment de les
dendrites per concentrar els esforcos en la repeneracid axonal (Fastor et al 1997, Fu 1 Gordon 1997).
Canwvis de [es propietats cel-lulars de les neurones motores i senzorials, de ies sinapsis espinais 1 dels
ntapes que determinen la somatotdpia tenen lloc després de desions 1 tot 1 que tenen tendéncia a
invalucionar amb la lesid, no sempre retomen o les seves caracteristinues prelesionals. Uina part moh
impariant de les alteracions en l'elaboracid i el control de moviments complexos o 1a determinecid
d'estimulis periferies que té lloc després de lesions de nervis perifirics es poden cxplicar per aquest
conjunt d'esdeveniments (Carrier et al 1997

5.1. Canvis cel-lulars i sinaptics

La rcorgamtzacid funcicnal que expenmenta el sistema netvios despres de lestons és fonamerttalnent
degueda a modificacions a nivell sindptic. L'eficicia siniptica no és constant al Narg del tentps i pot
modificar-se fisioldgicament per Faccid d'impulsos procedents d'altres vies, que actuen a nivel! pre o
pastsindptic. Els mecanismes de modulacio produeixen efs seus efectes de manera hahitual en ¢ls
citcuils espinals cn activitats molt diverses com [a deambulacid, el processament sensorial o la
respitacio. La modificacio de la transmissio sindptica a la medul-la cepinal es pot produir després de
diferents tipus 1 medels d'estinulacié en condicions fisiolégigues (sensibilitzacid, habituacio,
depressid, facthitacio, potenciacté postetanica i condicionament clissic) o patolépiques {axotomia
motora o sensorial i lesions espinals). Les lestons perifériques o espinals poden produir
madificacions permanents i, per tant, no reversibles de la transmissio ¢ntre newrones {Mendel]
1984). Els elements neuronals que componen aquestes sindpsis pateixen després de la lesié una
madificacid de les seves propictats estructurals § funcionals d'excitabilitar cel-lular (Eccles ot al [958,
Horeh i Lisney 19817, L'increment del potencial de repds transmembrana (Carmignoto et al 1983),
canvis en Pesttuctura | el nombre dels seus canals idnies de sodi (Zhang, et al 1997) | potassi
(Ishikawa et al 1999y dendritics, somatics 1 axonals induits per la lesid 1 Pestimulacid aferent
coninuada pel contacte mecanic dels axons seccionats en €] punt de lesid (Devor et al 1989}
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transformen la eél-lula en hiperexcitable 1 expliquen la facilitacia de les respostes mediades per vies
reflexes espinals dels misculs reinnervats (Eccles et al 1958, Angelov et al 1998), Les neurones sén
malt sensibles a canvis lesius, regeneratius o reinnervatius de la seva innervacid periférica,
modificant de manera no sempre adaptativa el seu pated de descirrepues a les caracterisuques de la
cada situacio (de la Cruz et al 1996). Aguest conjunt de canvis plastics aparcixen moll poc temps
després de la lesio {(Dronoghue et al 1990, Valls-Salé et al 19921 en funeid de la severitat de la lesid
{Wali et al 19383), l'extensid total dei territor dencrvat {Huerta 1 Watl 1987, del nivell de recuperzcid
final i, molt especialment, del grau d'especificitat assolit per la reinnervacio (Wall | Kaay 1986),
paden readquiris la seva localilzacid, extensid 1 nivell d'exeitabilitat orginals. Quan per alguna de les
raons csmentades, aquests canvis pldstics estructurals 1 funcionals ng invelucionen impossibiliten La
recuperacid del patrd plobal de desenvolupament d'activitats i gensren, cntre d'altres, problemes
importants en [a coordinacis de moviments, [a integracié sensoric-motora i el desenvolupament de
funcions complexes {Wasscrachaff 1994},

311 Canvis de fes propiciais de 25 molonetrones avolomiizades

L'axotomia indueix canvis en les propietats electrofisioldgigues 1 sinaptiques de les motoneurones
que €3 manifesten com una disminucid de la reobase, un decreixernent del lindar dexcirabilitat 1 un
increment de la resisténeia d'entrada, prodonts tols ells pere Vinerement de volum de la cél-lula, ¢ la
disminucid del potencial de repéds transmembrana. La neurgna mostra, un estat d'excitabilitat i
dendritica incrementada que indica canvis de les propictats del segment inieial de Faxd (Cecles et al
1958). S'ha desent també an eseurgament de la durada de la fase dhiperpolanitaacio del potencial i
un increment del nembee de potencials d'accid disparats per unitat de temps davant d'un dnic
estimul {Gustafsson 1979, Des del punt de wista de les connexions sindptiques que establelx, hi ha
una disminucid de les entrades de certs reflexos segmentaris, una disminucid de l'amplitud dels
potencials exeitatoris postsinaptics (FEPS) 1 un allargament de la laténeia i la durada ée resposta
sindptica. Aquest darrer fenomen ha estat atribuil a la pérdua progressiva d'interaceions onlre
terminals de la neurgna sensorial (12) § la motoneurcna (Kung i Llinas 1970} postaxotemia, fenomen
gue ¢3 comespon amb observacions histologiques que descriven unz climinacid prousressiva de
proximal a distal de botons sindptics 1 concomitamument la proliferacia de cél-lules glials. Donat que
cke canvis en Uamplitud i la durada dels PEFS s'observen 4 setmancs abans que es verifigui
histotopicament la disminucid de |a connectivitat, sembla que 'axotomia podria induir imcialment
medificacions funcionals de fes connexions axedendritiques, com per exemple fa desensibalitzacic
dels receptors postsinaptics.

La lesio axonal no només afecta les sinapsis excitatéries sind algunes de les projeccions inhibitories
que a través de les mateixes fibres [& 0 en menor mesura per les afertoeies mes distals de les cél-lules
de Renshaw, tenen lloc sobre la motoneurona (Kunc 1 Llinas 1970). Poc temps abans de la
desconnexid o “siripping ™ glial, s'observa un decreixement de 1a velocitzt de condueeid a wravés da ia
part intacta de Faxd de la neurona axotornitzada que afecta per igual motoneurones rapides 1 lentes.
Finalment ¢al destacar que les motoncurones rapides axolomiizades mostesn un gllargament de Ja
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fase de pesthiperpolaritzacid (Kuno et al 1974}, mentre que les lentes presenten un escurgament,
Aquests canvis afecten Bz freqiéncia de descarregues 1 alteren conseriientment ¢l recrutament
d'unitats motores en ta realitzacid de moviments. La remnervacid muescular produeix la normalitzacic
de les propietats reflexes aixi com la velecttat de conduceid, Famplitud i la durada del PEPS (Mandell
i Scott 1975). Tenint en compte la persisténcia d'alteracions en el reciutament d'onitats motores,
sembla que e5 mantenen algunes alteracions en eficacia de les entrades sindptiques i de las
propictats de les motoneurones {(Milner-Brown et al 1974) fins i tol després de la reinnecvacid
distal.

3 1.} Canvis de fes propietats de les newrones sensorials axotomitzades

La lesid produsix una disminucic de la velocitat de conduccid del segment intacte més pronunciada
que la de les neurenes moetores. S'observa també un decreixement progressio de 'activitat sindptica
espinal induida per estumulacid periférica distal al nivell de lesid, amb una disminoeeid de amplitad
dels PEPS de les fibres sensorials gruixudes Ta sobre motoncurpnes espinals del reflex monosindptic
(Mendell i Seott 1975}, Curinsament, Pestimulacio de fibres nervioses [a en regeneracia i que encara
ni ban amribat a esiabliv sinapsis amb cls fuses musculars mostren PEPS d'ampliwd superior ais
normals cn les motoneurones amb les quals estableix sinapsi (Gallego et al 1979, Mendell et al
1999). Aquesta facilitacid sindplica esld produida per un increment de l'eficicia dels inputs de les
neurones sensorials 1 les fibres [a sobre les moloncurones (Gallego et al 1980) en aguesta fase iucial
de la regeneracid. La repeneracid b la reinnervacié perférica determinen la renormalitzaced del
funcionament sinaptic, encara que les unitats motores lentes ¢s mostren més sensibles a la lesis
periférica i a la vepada més refractiries a la millora. L'estimulacid de terminals sensonals
d'interncurones que sinapien amb el procés central de neurgnes sensorials axoiomitzades
periféricament produeix una reduccio de la magnid i la fregiiéncia de potencials d'arrel dorsal,
Aquesta reduida activitat sinaptica central en vies de connexid de neurones sensonials es prodocix
després de lesions de transeccio. mentre que Y compressid no gencra canvis apreciables (Devor |
Wall 1981), 1 es postula que ¢s depuda 2 la retraceio ¢ airdfia de les terminals ¢spinals de les
teurones sensorials o a la retitada per Ustripping” plial de les terminals interneuronals que hi
afercixen ([lorch i Lisney 1981). La rcorpanitzacid de la conncetiviial espinal després de lesions
peniferiques hauria de permetre restaurar un patrd normal entre Abres aferents | motoneurones que
restitucixi els arcs reflexos originals en cas d'innervacid periférica abemant motora o scasorial
{Brushar cral 19313,

Les lesions nervioses perfériques poden induir a més fendmens de potenciacio a llarg termini (L TP)
a les sinapsis espinals (Sandkithber i Liv 1998), De fel, €] processament de la informacid nociceptiva
a la medul'la espinal es pot modificar durant llargs periodes de temps (Wooelf 1984), L'excitacid per
estimuls d'elevada intensitat de fibres nocioceptives (AB i C) que 1€ lioo on Jesions del sistema
rervids periféric produeix un increment di les respostes conductuals a l'estimulacid i un augment de
la percepeid de dolor, coneput com hiperalgésia. Aquest fenomen de plasticitat estrectural funcional
es produeix d'una banda per la sesibilitzacid dels nociceplors periférics aixd com també per canvis de
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plasticital neural que tenen lloe a la banya dorsal de la medalla espinal. Tot i que els mecanismcs
que la producixen no acaben d'estar clars, se sap que l'estimudacid continuada de 'arrel dorsal pot
incrementar o dismenwir I'eficicia sinaplica espinal, mentre que [a potenciacit a llarg lerme es pol
aconseguir per mnitjd de corrents breus d'elevada fregiléncia aplicades sobre {ibres C aferents
(Sandkilhiler 1 Liu 1998). El patrd d'estimulacid i |a sincronicital de descirrepues en fibres nervioses
convergents son factors critics per a la induceidd de canvis de 'eficaeia sinaptica de larga durada.
L'aclivacié de receptors WNAMDA, substancia P 1 neuroguining A a wavés de l'estimulacio de terminals
Ad i C és indispensable per desencadenar aquests canvis, donat que el bloqueig de receptors -
melil-D-Aspartal anul-la parcialment l'efecte de LTP. Aquesta constatacis recolza la tupotesi del
paper de la LTP espinal com 2 causant de canvis funcionals 1 o estructurals a nivell sinaptic
permanents en la pénesi del dolor neuwropdtic (Sandkiihler i Liu 1998) i 2n les aleracions de Pactivitat
de reflexos monosinaptics i polisindptics espinals.

5.2. Plasticitzt central posilesido periférica

Les lesions perifériques no suposen abteracions només dels territoris distals sind que modifiquen de
manera significativa i a vepades irreverzible l'organitzactd museulotdpica i somatotopica 2 nivell
cortical, subcartical { espinal. 3ls mapes gsomaraidpics de cervelis madurs mostren fendemens
dercorganitzacit com a resposta & canvis en els patrons d'estimulactd o entrenament | també, davant
de zeccions nervioses perifériques, ampulacions o lesions espinals (Jain et al 1998}, La
desaferentitzacio d'un tertitod sensonal i la desconnexid central d'drpans musculars desencadenen
canvis imporiants de lorganitzacid connectliva 1 Pexcitabilital no només d'estructures i cireuils
espinals (Mendell 1934, Wasserschaif 1990), sino lambeé subeorticals (Garrathy et al 1990, Jain et al
1998}, corticals motores {Dionoghe et al 1990, Sanes et al 19%0) 1 somatosenzorials {Coetsch et al
1994). El desenmascarament de connexions preestableries silents (remaskingt com a mecanisme a
curt terme o la col-lateralitzaeid (sprouting) de neurones veines funcionanis a llare terme explica la

remodelacid immediata 1 diferida de circuits centrals pel control moter ¢ la perecpeid sensorial de
territoris adjacents.

3.2 1 Fendmens de plasticiral postlesic

El mapa sensorial 1 moler de la ma estd representat a les arees 3b i | del cortex somatosensorial
presenta en primats no lesionais uncs subirees de projeccio especifica per a cadascun dels dits
(Jenkins ¢t al 1990, 1990b). Després d'una seccid no reparada del nervi mitjh en primats, regions de
l'antic termitoni cortical desconnectat per la lesid passen a formar part a les representacions de ndérvis
adjacents intactes com ¢l radial. Després de la [lesid del nervi mitja es desencadena una zona cortical
silent o "black hole" corresponent a l'irea que controla el moviment i la sensibilitat dels seus
territoris de projeccid muscalar i cotani, Aquestes replons mostren aclivacio pur estitnuls aplicals
sobre territoris cutanis periférics del dors de la mé (Merzenich et al 1983), Amb el termps, també cls
territoris del nervi cubital s'expandeixen també sobre les regions corticals desaferentitzades. Les
propictals reorgantzatives corticals no sén perd ilitnitades 1 independents del volum de lesio
infringida. Les seccions combinades i no reparades dels nervis radial 1 mitjé o cubieal generen un llarg
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perfode silenci funcional sobre [a regid cortical que a vegades resulten permanents (Wall [ Kaas 1986,
Wall ev al 1986, Jain et al 1998). La reorganitzacid cortical a mes t€ lioe a les pogues hores de 1a
dencrvaeid periférica i comporta simultaniament un descens del Uindar d'evocacid de respostes
motores per estimulacid de maotoncurones adjacents & les desconnectades (Donoghue et al 1990).
Quan la seceid nerviosa ve sepuida d'upa reparacid per sutura que afavoreix la regeneracid nerviosa,
cs recupera l'activacié d'una gran part del temitori cortical original, encara que l'otganitzacid
somatntopica es manté alterada (Florence ¢t al 19%4). Una gran part de les neurones mantench
camps recepting mibtiples mentre que newrones de la matelxa regid cortical respoinen a estimuls de
dregs cutdnies no adjacents L a la inversa, les representacions corticals de regions periférigues
adjacents mostren una estruclura mosaiciat en la superficie cortical repartides ¢n petits "illors”
cel]ulars. En canvi, en lesions de compressid nerviosa en les quals e¢ls axons creixen pels scus

fascicles originals si per contrast, s'observa una recuperacio del mapa contical original.

La incspecificitat de la reinnervacio perifenica després de Yesions de seccid o reseccid iImpedelx gue Ja
somatotdpia normal pupui reestablir-se en un procés que és dependent de la qualitat de la
reinnervacid perifénca (Wall et al 1983} Les capacitats del cdrtex reatpanitzat de manera forgada per
canvis en el patrd d'innervacid periférica son incertes. £En humans, les alteracions de la localitzaci
sensarial ez mantenen permanentment fet que indica que els crrors de la reinnervacid no es
corregeixen al cervell. De manera andloga, quan un empet de pells és transferida amb la seva
innervacid assoviada d'un dit a l'alice, les alteracions en la localitzacio dels estimuls que aplicats
sobre el dit destinarar sbn referides al de la procedéncia de U'empelt €5 mantenen durant maolt de
temps (Mogilner ¢t al 1893}, De fet, les representacions somatosensoriaks del dit d'oripen 1 de desti
5¢ siluen en aquest cas en ka mateixa regid cortical. No sempre, 1a reorpanizacid implica territoris
periférics adjacents. La desaferentilzacid en primats o rossegpadars de totes les aferéncies preedents
del brag per secccions de les arrels dorsals fan que les antignes repions corticals de la ma i el brag
sactiven amb cstimuls aplicats sobre 1a mandibuda 1 la barbeta fet que sipmifica una expansid supenor
als 10 mm en la superficie cortical (Sanes et al 1990, Pons et al 1991). A més, mentre que després de
lesions penfenques els processos centrals de [es neurcnes senserials es mantenen intactes, la seccio
radicular produeix |a depencracid de les projeccions espinals generant un "espai vacant” espinal o
troncenecefilic que afavorcix la seva ocupacid per aferéncies de neurones intactes, Els canvis
recrganitzatius no afecien només el cortex cerebral. El nueli ventral posteriar del tdlam d'alpunes
espécies de primals es reorganiiza de manera similar al cortex despreés de lesions de seccié dels mitja
1 el cubital {Garrathy | Kaas 1991} de menera que la represcatacid talamica de l'anvers dels dits de la
mi respon 4 estimuls del dors. A nivell medul-lar, [a transeceid en pais de les arrels espinals causals a
L4 comporta també una expansio ripida de !a tepresentacio de! nueli gracil-lis del wonc de Fencéfal
(Dovstrovsky et al 1976),

322, Mecanismes de plosticitar postiesid
Una gran quantitat de mecanismes estan implicats en la reorganitzacid del sistema nervids després de
lcsions ¢ en la seva seqiténcia d'esdeveniments. Aguest operen probablement als diferems nivells de



ik Tear Doetoral

la via motora o somatosensorial afectada incloent a més del cortex estructures espinals,
roncenectiliques (nuclis graciliz i cuneatus) i subcaorticals (nucli ventral posterior del tdlam). La
desinhibicid d'ertrades sinaptiques silents o la potenciacid d'entrades sindptiques préviament
inefectives i el creixement de processos dendrities 1 axonals i P'establiment de noves sinapsis. Les
aferents terminals mostren una extensio supetior a la que es manifesta realment a nivell fisioldgic
miljangant lestimulacid de camps receptivs. L'expressid d'alpunes entrades sinapliques esta
parcialment hloguejada a nivell cenira] per intrmeurones inhibidors glicinérgigues o GABAdrgiques.
La desaferentitzacié comporia l'expressid dentrades d'intensitat subllindars per Yabolicio de
mecanismes inhibiders produit per la manca d'estimuls excitadors sobre ¢ls sistemes de bloqueig.
Aixo, s'ha obscrvat un decreixement de la expresio cortical 1 espinal de GABA 1 talimica d'dcid
descarboxil-lasa 2 mesos després de lesions perifériques de seceid. En acord amb ol mode! de sinapsi
de Hebb, dues entrades sindptiques amb descirregues temporaliment coincidents incrementen
l'eficicta sinaptica mentre gue la descoordinacio entre elles la redueiven. Piverses evidéncies indiquen
que ¢l receplor NMDA juguen un paper com a receplors de cotnckdéncia en ¢l reforgament de
determinades sinapsis per mecanismes de potenciacid 4 llarg terme {L1P7 1 que en adults podria ser
utilitzat per afeblir 0 reduir l'eficdcia cn sinapsis que no corrclacionen temporalment. Moltes
d'aguesties connexions ¢s mantenen funeionals perd a uns nivells micriors als necessaris per activar
cls elements postsindptics. Quan per uoa lesil, aquests meganismes que poden actuar sobre
neurones o poblacions nenronals (Pearson ot al 19873, paducixen la desaparicid de les entrades
dominants sensorials 1 ef refor¢ament de les sinapsis més "febles” per mecanismes de LTP. Amb el
temps aquestes sinapsis s'estabiliczen i estableixen un now patrd deminant d'zetivitat, Se sap a més
que 2l bloquetg de receptors NMDA aholeix alguns canvis reorpanitzatius espirals. En fentnmens de
plasticitat a llarg terme, és molt probable gque es produeixi ¢l crelxemenl per regeneracic o
col-lateralitzacid, de noves projeccions axonals | dendrtiques que facin sinapsi amb neuroncs de
terTitoris veins. S'ha detnostrat un allargament de les aleremts espinals i troncencefiliques després de
lesions de cempressio 1 amputacions (Florence 7 Kaas 1993) 1 un incroment de l'expressic de GAP-
43 o aferents erminals de] pangh de l'arre] dorsal després daxotomia, A més, les neurines expressen
a nivell espinal receptors daltra afinitat per a neurotrofines al temps que s'incrementa el transport
cap al soma de CNTT i BDNF que $'ha relacionat amb eanvis en la somatotdpia eortiva) de la rata.
Donada la persisiéneia d'aquests mapes abemants, una de les giiestions més controvertides €s armibar
a saber si ¢5 possible reprogramar cl cervell per aconséguir reeducar les funeions motores i de
procesament sensorial una vegada produit el canvi de connextons perifériques miljangant programes
de terapia i rehabilitacia {Dellon 1981, Imai et al 1991).

5.3 Paper de Nactivitat reflexa

Els circuits espinals jupuen un paper fonamental com a controladors de Vactivacid de diferents
poblacions de moloncurones per tal de produit una seqiigncia coordinada de moviments en activitats
complexes com l'expressic del llenguatpge, la deambulacid o la manipulacid d'objectes. Les aferents
sensonials procedents d'organs musculars i receptors de superficic, aixi eom vntrades supraespinals

COMparteixen sovint les mateixes poblacions de moloheurones i intermeurcnes cspinals, pero tencn
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capacital per aciivar-les de manera diferent | ponderada segons cada situacié, L'activacio ditecta o
indirecta de poblacions motoneuronals a partir d'entrades sensorials desencadenen les anomenades
respostes reflexes, que o més de ser fonamentals ¢om a eines de contral del moviment, permewen
avaluar segmentdriament a nivell chinie l'estat ded sistema nervids (Floeter et al 1999} al llarg dels
diferents elements que el componen {drgan receplorn, via afcrent, sinapsis espinals, via cferent 1
argans efectors), El ventall de possibles estats i de respostes que pot prescniar una via reflexa és
extraordiniriament elevat, si es parteix de la base que les seves sinapsis actuen com a operadors
logies regulant en funcid del nivell global d'activitat que s'integra, €] pas ded senyal a I'element
postsinaptic i la produccio d'una resposta en l'organ efector. Aaxi, fendmens com lz faecilitacid
espacial produida en disparar conjuntarnent dues terminals que coincideixen sobre une maleixa
sinapsis, sistemes de control per gallet en els quals upa entrada excitatoria @ una d'iohibitdria
coestimulen un mateix element postsindptic, la facilitacid temporal produtda per la suma dels PEPS
penetats per upa doica libea aferent gque descarregs de mancra continuada, o els ofectes de la
sincroticitat o 'asineroniciwt de les desedrregues expliquen agquesta gran varielat, Se sap que
l'efiedcia de les sinapsis depén en cada moment ded patrd d'expressio de receplors 1 canals Wonics de
cada neurena individual, la funcionalitat dels quals varia en funcid del potencial de membrana i l'aceid
de neurotransmissors, Petites modificacions de 'estat dalgan d'aquest parametres o elements
nueculars sén suficients per produir prans modificacions del patré de descirrepa d'una neuronai en
darrcra instanciz del funcionament de la xaxa de la qual forma part (Gelting 1989).

E! reflexos miotitics o d'estiramen, ¢l reflex miotatic invers | ¢is reflexos de retirada ficeor ipsitateral
| extensor contralareral son alguns dels reflexos espinals més catudiats a Pacroalitan i que més interis
presenten de carg al contral sepmentan del moviment.

331 Ef reflex destirament

El reflex miotatic o d'estiramem s la resposta de contraceio muscular evocada per estirament del
rmiscul. Presenta un component fasic de curta durada 1 un compenent sestingat o e gque &5 dificil
d'obienir i registrar en condicions normals. L'estirament del wndd activa les fibres musculars
intrafusals dels fusos musculars i excita les aferents sensorials Fa gue estableixen una sinapsis
monosinaptica amb motoneurones del mateix moscul (Brown 1 Fyfiz 1978), Després d'aquesta
estimulacié probablament mediada per glutamat denat que antagonistes d'agquest nourgransmissor
exCIlaton que actuen sobre receplors NMDA i no-NMDA blogquegen la resposta {Ziskin-Conlaim
1990, Pinco i Lev-Tov 1993), una poblacié de motoneurones que superen ¢l llindar d'excitabilita
disparen potencizls d'accié cap al miscul originant upa nova perd breu contraccit sostinguda.
Elecuofisiotégicament, es registra un potencial d'aceid muscular compost d'amplited menor | laténcia
mes tardana que l'ona de despelaritzacio aferent {ona M) que sanomena ona H (reflex de Hoffmann)
i que és la plasmacid en termes d'activitat muscular d'agquest reflex. Les aferents sensorias [a sinapen
preferentment sobre motencurones del mateix midscul sobre les quals la seva accid €5 maxima
produgixen l'anomenada cesposta H fiemncnima, perd al mateix temps tambld es projecten sobre
neurones motores de musculs sinergistes prodult l'anomenada resposta H hereranima. L'activacio de
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les fibres Ia dels fusos musculars prodocix per mitjd d'una interneurona glicinérpica ([alN} la
inhibicio reciproca de les motoneuranes dels miaseuls antagonistes, la qual €5 pot activar també per
vies descendents espinals 1 corticals voluntdries o inveluntiries reguladores de la locomocié. La
interneurcona inhibidora Ia {Ially} actua com una estacio de regulacid sinaptica anib un amph ventall
d'efectes en funcié de la sumacié d'aferéncies segementiries i descendents que hi afereixen (Pratt i
Jordan 1937) (Fip.1.5.1). Els reflexos miotatics poden bloguejar-se per la inhibicit presinaptica sobie
les aferents la @ H (també les [b) dinterneurones espinals que despolaritzen la memrana del botd
sindpiic disminuint 'eficicia dels mecanimes d'alliberarment de glutamat guan arriba el potencial
procedent dels fusos musculars. Aquests eirculls gue permeten bloguejar o reduir I'eficténcia del
reflex monosinaplic en musculs antagonisies als estimulats s'afegeixen com a mecanismes inhibitocis
als propiciats per los interncurones laly i estan mediats per receptors GABAA | GABAB. Durarn ¢l
desenvolupament de moviments voluntaris, aquests mateixos mecanismes d'inhibicid presinaptica
20N activars en les terminals Ia procedents de misculs en repds durant la toeamuoeid per accid de
vies supragspinals (1Iultborn et al 1937). En alguns casos, especialment en models espinalitzats, es
pat observar una contraccid continuada (nica la base nevronal de la qual és encara molt desconeguda
(Liddte i Shernngton 19243 Les aferents sensorials tipus I prodoicien probablement una estiraulacid
contineada sobre les y-motoneurones | diverses interneurones espinals que mediarien agquest
cotnponent la hiperactivitat del qual ha cstar impficat en diferents alieracions del to muscular en
hutnans (MMeCirath 1 Madhews 1673). Existeix un cireuit dedieat a la inhibicid recurrent de les
mateixes motonenrones aclivades basat en les apomenodes internearones de Renshaw. Alxd,
col-laterals de les motoneurones espreiaiment de 1a musculatura proximal exciten aguestes cel-lules
que estableixen sinapsi amb tota la poblacid de motoneurones del mascul activatl o de nwisculs
sinergistes. La seva luncid ¢és himitar la freqildneia de descirrega de tes neurones motares, reduint la
seva susceptibilitat a senyals activadores; a mes ¢l seu nivel] dexcitabilitat pot ser cegulat per
projecions descendents durant la locomaeio, Al mateix lemps ta seva activitat inhibitdria inediade
per glicina 1 GABA 1 proporcional al seu grau d'activacid, actua prefercntment sobee els musculs
sinergistes a l'zetivitat generant una certa "inhibicio lateral" que exapera les dilérencies dactivacio
cntre moloneurongs actives | quiescents (Hultbaor et al 19%8),

3.3.2 Reflex miosatic invers

E! reflex miotatic invers resulta de l'activacid de les fibres 1b procedents dels drgans tendinosos de
Golgi localitzats als tendons dels musculs i 1a seva funcid €s mantenir constant la tensid muscular,
evitar les ruptures fibril-fars o tendinoses 1 regular ¢l grau de forga en moviments fins. La traccid
sobre el tendd produida durane Ja contraccio muscular activa aquests fibres aferents inhibidores
produint a través d'una inteneurona inhibidora (IbtN) la desactivacio de les motoneurones del miscul
homonim i ls seus sinergistes. Simultaniament 1 per una via disinaptica també produeix l'activacio
de la museulalura antagonista, Les interneuronss 16IN reben també Jnpuds convergents exeiiatoris
procedents de Jes fibres la. A diferéncia dels fusos musculars, els rgans tendinoses de Golgi ne
tenen mecanismes per alterar la seva sensibilitat durant la contraceid, rad per la qual sén les
aferéncies la gue os projecten sobre la intemeurona IbIN l'encaregat de regular-la, Al mateix temps,
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perds per mitja de la inhibicid presindptica de les aferents Ib per fitres descendents o interneurones
localy les motoneurenes poden alliberar-se en determinades sitvacions d'aquesta inhibicid i
desenvolupar la maxima forga possible (McCrea et al 1980).
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Fig.1.5.1, Circuits locals | deseendents de control sobre les molaneurones o 0y 0 les mieimeutones Ta Les
interneurones la desenvolupen funcions d'infegracio de senyals de diferents origens. Bl balag d'activitar dels mbsculs
agomistes | anatagonistes d'una mmateixa arlicwlacid depén de les inmbtbicions recipeeques de les wmer nearones Ta 1 de
projeccions sgpracspinals (adaptat de Caneda 1998),

333, Els reflexos de retivada

L'any 1910, Sherrington va descriure per pritera vegada l'estimulacid de la pell, nervis mixtes o
arrels dorsals en animals espinalitzats produia una combinacid de contraccid de msculatura flexora i
relaxacio de l'extensora, el predomini del o extensor a l'extremitat contralateral i l'existéncia d'efectes
rebot "extensors” en ambdues extremitats després de la flexid inicial (Shemington 1906, 1910).
Aferents sensorials muscwlars (tipus [T 1 111, propiceplives ardiculars i cutdmies de baix 1 alt Hindar,
tokes elles zgrupades sota la denominaciéd d'aferents de] reflex flexor (FRAs) la funcié eriginal de les
quals ¢5 proveir d'informaci la medul-la espinal i les vies ascendents, poden desencadenar reflexos
de retivada. Tot igue la seva funceid primordial €s retirar ripidament Fextremitat d'una possible font
d'estimulacid delorosa mitjangat nna activitat flexora sostinguda, resposta que ds sempre prioritaria,
també es poden evocar components reflexos de durada menor per mitha d'estimuls sensorials que no
sbn potencialment nocius, Agquests Oltims semblen ser fonalmentals com a generadors d'acuvitat de
locomocid (Holmberg 1 Schouenborg 1996b). Es tracta de circuits polisiniptics amb interneurones
excitadores i inhibidores sobre les quals o5 18 encara poeca informack), especialment del funcienament

ge les interncurones que serveixen com a estacions de convergéneia de fibres ebrtico, cubre, vestibule
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1 propiespinals. s coneix que diferents subpoblacions d'interneurones estimulades per terminals
sensorials poden produir d'una banda flexid o extensid per la via normal 1 al mateix emps activar
circuits reflexos aliernativs que modifiguen o regulen la respesta prineipal (Lundberg et al 1987).
[Yaquesta manera, les projeceions descendents poden actuar sobre lexcitabilitat d'aquestes nerroncs
seleccinnant en cada moment les subpobacions que produexen la resposta desitjada i inhibim Jes
alternatives, També se sap que subpoblacions especifiques d'interneurones inhibidores pordrien
participar en el processament d'informacid multisensorial periférica i reforgar el desenvolupament de

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

Aixi, en la locomocid existinia un circuit basic consistent én dues subpoblacions d'interneurones que
ginhibicien alternativament de manera reciproca; una rebna aferéncics sensorials ipsilaterals que
activarien respostes flexores, mentee gue d'altres es nodrnen d'aferents de Pextremitat conlearia amb
capacitat per produir respostes exiensores. Tot aguest procés s'acabaria refinant i adaptant a les
variacipns a partic de les aferineies sensorials perf@rigues, En animals espinalitzats traceats amb L-
DOPA s'observa la desaparicid de components reflexos de latdneia curta, mentre que prenen rellee
tota una séne de respostes de llarga laténcia que o5 desenmascaren amb la lesid amb capacitat per
actuar com un generader de moviments de flexid-extensié alternatius. En malalts medul-lars tambd
s'ha posat de manifest I'existéncia d'aquests civcuits que estinulats farmacolégicament o per
rchabilitacié podrien servir per recuperar una cena activitat locometora (Dictz i Colombo 1994).
L'evocacid de reflexos de retirada a partir de Pestimuiacid no dels axons sensorials sind dels diferents
subtipus de receptors sensorials periférics posa de manifest una clevads espegificitat du eamps
receptors. Aixi, per posar un exemple, Iestimulacio de la pell del dors del pew que 3 produsix quan
ensopeguem amb algun obstacle genera exclusivament en la fase de flexid de l'exireminat {on fase
d'extensid estd inhibit), una resposta reflexa especifica d'aixecament de l'extremitat per evitar la
caiguda (Forssberg 1979). Respostes de retirada de determinats maseuis flexors s'obtenen a partir de
I'estimulacid de regions cuthnies molt ben delimitades mentre gue les aferents que es projecte fora
poeden conduwir o bé a l'activawid d'altres misculs Sinergistes o bé a la inhibicld de moloneurones
flexores (Lolinbetrg i Schouenborp 19980},

3.3.4 dlreracions de Pacriviien reflexa després de lesions

La integracid o transformacid sensori-motora depén de representacions de la superficie corporal
definides a diferents nivells del sistema nervids central. Després de lesions del sistema nervios
periféric les representacions queden moedificades per la propia lesid, canvis en la reinnervacio
periférica i canvis en el patrd sindptic de les aferents lesionades 1 intactes (Shortland i Fitzerald
1994}, Per una banda, la reinnervacid cutinia depén de l'accio combinada de 1a innervacié colateral
per part de tetminals intactes 1 de la regeneracid del fasciele nervids afectat que rarament ocupen les
seves localitzacions originals (Hotch 1979). D'altra banda, les mateixes lesions perifériques
produeixen una rearganitzacic central donant lloe a canvis en les ldmines espinals de projeccid de les
afercnts sensorials {Shortland | Fitzerald 1994) § una aiteracio de ba sumatotdpia. AQUestes tespostes
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reflexes presenten una organitzacid “modular” donat que cadascon d'ells controla un grup definit de
mustuls sinergistics 1 amtagonistes {Schoucnbarg et a) 19925). En rates postnatals els reflexos de
reiirada os mostra funcionalment desadaptats al naixement, adquirint la seves especificitary
funcionals i camps rceeptors a les 2-3 seimanes 1 durant aguest temps la connectivitat inapropiada
és silenciada o eliminada mentre es desenmascara o ¢s generen les vics sindptiques adequades
(Holmberg i Schouenborp 1996a). En animals adults, la localitracid i distibucid de la sensibiliat als
camps receptius cutanis cxeitatoris reflecteixen ¢l patrd de retirada causar pel miscul efector, de
manara que la respasta reflexa maxima de retirada d'un determinat muscul s'oté per estimulacio
nociceptiva de [a ragid cutania que més s'allunyz de la font dolorosa amb l'estimulacié (Holmberg
Schouenborg 19966). La lesid de la via periférica aferent i la seva posterior reinnervacio produeix una
strie de mecanismes reorganiizatius a nivell espinal, que permeten restiluir en antmals postoatals wn
patro de camps receplius melt semblants als originals, posant de manifest que el potencial plastic
¢spinal en animals en desenvolupament €s capag de compensar els déficits [ errors d'especificitat de
la relnervacid. Sembla gue aguesta capacitat €5 dependent de 1'edat, de tal manera que en armunals
adults 'adapiacid a la lesid genera camps més imprecisos (Holmberg 1 Schouenborg 1996b). Donat a
mi‘s que 'especificitat i la intensitat de eontraceid reflexa museular €5 troba "registrat”™ a nivell dels
seus camps receptors, tot fa pensat que ol ferdback sensorial indirecte produit per la coniraccid
muscular és determinant per a definir 1 afimar ¢ls circaiis d'activitat reflexa en el desenvolupament
postnatal, El mateix mecanisme podria explicar la bona adaptabilitat | recuperacid dels wemitoris
receptors que s'observa després de lesions que gencren de ben segur errors de reinmervacid
(FHolmberg | Schouenborg 1996b). A més, per colateralitzacid de terminals no afectades per la lesid
amb capacitat per reinnetvar les regions cutantes desaferentitzades i per establir amb les
interncurones adequades connexions sindptigues funcionals a nivell ezpinal, elz aimals podrien
recuperar ung font d'aferéncies sensonals equivalent 2 Poriginal per reestablir un mapa funcional
d'activitat reflexa compatible amb ¢l desenvolupament de la funeid (Schouenborg et al 1994).
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. La funcic global de locomocia

La finalitat de la locomocid és traslladar el cos utilitzant ka forga muscular produida, de manera,
ritmica pels masculs flexors | extensors dels membres inferiors €n animals bipeds 1| de les quatre
extremitats en ¢ls quadrapeds. Segons Uespécie animal, la locomocio €z manmfesta amb modalitats
com nedar, caminar, saltar, grimpar o volar (Canedo 1998, Floeter 1999). Es un dels actes voluntaris
més automatitzats que existelxen | no necessita ni de Pactivital reflexa ni de les aferéncies sensorials
per produir-se (Bussel et af 1989). Tot | aixd, &n abséncia d'entrades sensorials, la locomocid es
experimenta una disminucio de ka eoordinacio 1 del grau del sincrgisme motor, fet que demostra la
importéncia de les aleréncics procedents de receptors musculars 1 wrinacions livres i formacions
especialitzades de la pells i la seva sinapsi amb motoneurones espinals encarregades de mediar una
resposta de moviment.

6.1, Fases del moviment de dezmbulacié en quadrapedes

En animals quadripedes com la rata, ka deambulacié s'inicia 1a fase de recolzament fstance phase) en
ia qual es colpeja amh el taléd la superficie de recolzament | es pren impuls. Al llarg d'aquest periode
el pes del cos vs desplaca de [a part posterior del peu a la porcid anterior. La fase d'algada {swing
phose) comenga quan cs perd ¢l contacte entre els dits 1 el 20l 1 Pextremitat es desplaga cap endavant
{Hruska ¢t al 1979). De manera peneral, els mbsenls flexors sactiven fonamentalment durant la fase
d'algada i els extensors durant la de recolzament, encara que els patrons individuals d'alguns nwsculs
poden ser més eomplexos activant-ge diverses vegades al llarg d'un mateixa fase o nonés en una
determinada part d'equests. La complexitat de la logomocio pot ser deserita en termes de durada d'un
cicle, proporcid relativa de les fases d'algada i recolzament § coordinacio de fases entre les dues o
guaire extremitats (Hruska et al 1979, Wasserschaff 1990), En deambulacions lenies o moderades
amb duracions lkargues del cicle complet {en rates entre 20-80 cm/s), lcs dues exiremitats posteriors
¢5 roben simultiniament en conlacte amb el 56l durant una determinat periode § la fase dexlensig os
perllonga de 1al manera que les fases d'extensid d'extremitats oposades se superposen. A mosura que
la velocitat de marxa augmenta (>80 cm/s) la fase d'extensia s'escurga reduint el temps tofa del cicle

fins arribar al punt ¢n el qual no s'observa contacte simuhtani de les extremitals posteriors sobre la
superiicie (Hruska et al 1979,

4.2, Mecanismes espinals de la locomocid

Elbs cireuits neuronals responsables es troben sieats a la medul-la espinal donzt que sc sap que
l'espinalitzacid 1 la seceid de les columnes dorsals no impedeix el desenvelupament d'un patrd ritmic
alternat d'activacid de grups museulars agonistes | antagonistes. Les motoneyrones espinals que duen
a Ierme aquests aclivacid ritmica s'anomenen peneradors centrals de pautes, Experimentalment, a
més la locomacid es pot activar per estimulacio eléctrica de diferents zones supraespinals com el
nucli sublalamic, el centre locomolor mesencefal-lic i el centre iocomoter del pont, Agquests sistemes
descendents influeixen sobre 'activitat de les interneurones que conformen els generadors de pautes
cspinals | n'activen ¢l seu funcionament. Alguns dels models computacionals de centres generadors
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de patrons es concebeixen com a oseil-ladors (amb capacitat d'aciivacié 1 inhibicié reciproca) per a
cada grup de miseuls sinergistes que realitzen accions oposades a I'eotom de la mateixa articulacia.
Elz neurotrasmissars glicina com a activadora i el GABA com a regulador semblen estar implicats on
afjuestes conmexions bilaterals {Boothby | Robers 1992), La connexid entre els diferents oscil-ladors
d'una mateixa extrenitat permet reallizar el joc alternat de meviments de flexig-extensid, mentre que
ia conneetivitat cotre escil-dadors de les quatre extremitats en cl cas dels animals quadnipedes permet
¢l desenvolupament coordinat de la locomaocio global (Griliner 1985, Gollner et a] 1995),

Recentment, s'ban comencat 2 postular el possible paper de modificacions cicliques de les propietats
d'excitahilitat de la membrana dalpunes neurones individudls com a dinamitzadores del centre
pencrador de la locomacio. Aixf s'ha vist que 'administracié d'aminofcids excitatoris € medul-la
espinal de veriebrats, especialment I'NMDA, genera un patrd de despolaritzacid eitmiica | oscil-[ant
d'algunes neurcnes al mateix temps que sha comprovat que l'administracié de bloquejants d'agquest
nevrotransmissor avolelx el patre generador locomotor evocal per esumulacié de ouclis
troncencefalics {Arshavsky et al 1993). L'NMDA modifica les conductancics voltatge-dependents
produint oscil-lacions ritmiqaes del potencial de membrana i a la vepada, inerementa l'excitabilinag de
determmats cirguits, permetent gue que en fases ritmiques, les enirades sindptiques puguin generar
Tespostes més acusades {Arshavsky et al 1993). Els canals NMDA, que estan tancals per un atomn
de magnes], s'obren i permeten l'entrada de Ca?t sempre | quan coincideist ia despolaritzacio cel-lular
amb l'alliberament per la terminal presinaptica de glutamat, rad per la qual sén dencminats defectors
d¢ coincidéncia. L'imcrement del Ca?* intrace!lular despolritza ta cél-lula i dona lloc a potencials
d'accig mediats per Ca2* o Na*, Quan la concentracio de Cad* intracel-lular augmenta per damunt de
10-¢ molar fa celiula es repolaritza per miga de canals de K* i es reestableix ¢l Blocatge del canal
NMDA pel magnesi de manera que ¢l cicle recomenga generant una activitat ritmica oscil-latdria. Hi
ha un gran nombre de firmacs com la serotonina, 'acetilcoling, 1z dopoamina i ¢ls antagonistes dels
opioides, que poden induir o meodualar 'activirat ritmica a la medul-la espinai.

6.3, Coordinacii i contrel de La locomocio

La coordinacid de la deambulacié depén i€ lloc gracies a activitats especifigues locals de ia medul-la
espinal 1 descendents del trone de l'encéfal, el cerebel 1 el cortex cerehral modor. Aguestes
contribucions permeten liniciacié de la locomocio, la conordinacio dels patrons d'activecid muscular,
respostes 4 les perturbacions § Felaboracid de conductes de compensacié positural. Les senyals
sensorials, 5t bt no sén necessaris per a estimudar ¢ls centres generadors, son csseneials per generar
les enerecions motores necessiries durant la marxa al termps gue també intervenen &n el refinament
del moviment (Brown 19113 51 lextremitat percep la preséncia d'un gbstacic en la seva fase d'algada
realitza una flexis adicional per a saperar-lo, mentre que si es troba en la fasc d'cxeensio 1a resposta
serid d'extensio adicional. Aquestes tespostes son degudes a lactivacid de receptars cutanis i a
Pevacacit de respostes reflexos allament especifiques mediades per inlerneurones ¢spinals, Les
afercents sensarials també aporten informacio especifica als centres generadors que modifiquen alguns

aspectes de la deambuelacid. Aixi, mentre les aferéncies mediades per aferéncics tipos [ excitadores
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afecten la durada de les dues fases del cicle, els circuits de lez céllules de Renshaw o de les
imemeurgnes inhibidares Ia afecten 'amplitud de la resposta motora. La deambulacio també depén
en cadascun dels grups de muisculs sinergistes 1 antagonistes per Jes aferéneies sensorials procedents
dels fuses musculars (reflexos miotdtics), els drgans tendinosos de Golgl {reflex mioldtic invers),
mecanismes pefs guals es regula ¢l reclutament motoneurcnal adequat i el to muscular dpum, 1 de
diferents tpus de reecptors cutanis {reflexes de retirada i extensor creuats) que son entrades que
poden regular ¢l centre espinal generador de pautes (Zehr et al 1997, Carrier et al 1957},

&4, Efecte de les lesions perifériques sebre I'activitat locomotora

Les lesions del sistema nervios periféric produeixen en primer EHoc la desconnexio i la pérdua de
control neural sobre totes aquelies estructures diana musculars, senserials 1 del sistema nervids
auténom que eren nnervades pels axons afectats. En segon lloc, fa desconnexid de les neurones
axotomitzades, motores 1 sensorials, dels circuits reflexos espinals que desenvalupen funcions de
control del moviment. En tercer lloe, 1 com a eonseqiténeia de Faillement ghal i 1es alteracions de le
propietats cel-lulars 1 sindptiques, ee produeixen alteracions dels processos normals de transmissio
de porencials d'accid a través d'axons 1 dendrites, modificacions del potencial en repos
transmembrans 1 del Hindar d'excitabilitat cel-bular, La recuperacié de fa tunciopalitat global d'una
activitat tan complexa com la deambulacid no 25 garantiiza només ca cas que hi hagi una kana
supervivincia ncurgnal pnst-axmnmilmciﬁ 1 una repeneracic 1 elongacié axonal a ravés de la zona de
lesio. Aixi, és un requisits indispensable que la connexié periférica i central de les neurones alcctades
sipui cl maxim despecifica possible per tal de rearticular adequadament no només les sinapsis amb
els organs diana sind també el funcionament de circuits espinals motors | sensorials que com s'ha
popul veure resulten essencials per a la generacid, el contral i la coordinacid del moviment de
deambulacid. Finalment, fins 1 tot havent assolit una reconncctivitat periférica i central que si bé no
€5 tdéntica a l'original , si que resulta compatible amb ¢l desenvolupament de la fincid, €s necessari
que des del punt de vista Disioldgie les neurones 1 [es sinapsis que Jes connecten funcionin de masners
individual ammb pautes que possibilitn ¢] desenvalupament noomal de §a funcio global.

4.5, Quantificacid de la recoperacid funcinnal plobal després de lesions

La majoria d'estudis que analitzen els diferents graus de remnervacidé perifénca i Peficicia de diferents
ractaments analitzen de manera sepatada la recyperacid per mitja de proves histologiques (Giannini
ct al 1989, Gomez et al 1996, Verdd: ot al 1997) o elccirofisioldgigues (Navarro et al 1994, Navamo
et al 1996, Buti [ al 1996} gue ne sempre comrelacionen a posteriori amb cls cfeetes reals d'aquestes
variables sobre la funcid global, Els métodes histolapics basats en la quaniificacid en I'extiem distal
del Jascicle nervids del nombre d'axong, el diametre 1 pepmetre axonal, la densitac axonal per
superficic de nervi, la distribucid axenal segons diametre, 1 la relacid de didgmetres entee Uarea coberia
de micling i Firca propiament axonal, suposa que un nombre elevat d'axcns, de gruixdna considerable
[ per tant madurs i ben miclinitzats, es indicatiu d'una aptima regeneracié i recuperacié funcionzl
després de lesions {Olannini et al 1989, Gomez et al 1996}, En primer lac, 1a constatacid estrucaral

de l'existéncia d'axons no pol fer pressuposar que tots ells ban amibat a establit sinapsis amb
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estruciures distzls ni tampoc que 56m actius ¢n la transmissié de potencials d'accid biceléctrics. Bn
relacid a les proves electrofisioldgiques, ka mesura de 'amplitud de Yactiviat muscular {PAMCY o de
l'activitat nerviosa a nivell digital (PANC) evocada per estimulacid eléctrica del nervi afectat per
damunt del punt de lesid indica que els axons han regenerat, que shan remiclinitzat assolint vn nivell
de velocital de conduceid determinat 1 que han formar sinapsis actives amb organs diana distals, Perd
aixd no implica que la reinnervacio haei estat qualfitarivestey comecta, Alxid, un muscul reinmervas per
uba majotia d'axons que comesponien a un musew antagonista presentard una amplitud del PAMC i
uo temps de laténcia semblant al dun miascul comectament innervat; per contra la recuperacid final
de 1a funcié global serd inadequada.

Complementar aquest conjunt de dades indircctes amb una prova que analitzi quantitativament la
conducta global en la qual el nervi regenerat participa, és essencial per obtenir una idea adeguada i
clinicament extrapolable de 'efectivital de la rempervacit. L'establiment de proves d'avaluacio de
funcions globals en condicions fisiolopiques per a l'amimal 1 que sigwin quantitatives i repetitives no
resulta, perd, senzxill. De Medinaceli | col-laboradors {1982} van desenvolupar un métode per avaluar
les variacions del patrd de marca danimals rossegadors alectats per lesions dels nervis doe l'extremaitat
posterior, per migd de Penregistrament de les pegades produides per 'animal en caminar per on
rrassadis allargat, Laplicacio daguest mitode permet congixer en quina mesura Ja reinnervacid distal
la reconnectivital central permeten la recuperacid de 'activitat locomotora § pot deteciar casos amb
una regeneracid i reinnervacid que segons ¢ls métodes histoldgics i electrofisiolégics seria excel lent,
pera que en realitat mostren una recuperacid mtegral nulla o minima.
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Ubjectius generals

Per tal d'assepurar una bona recuperacid funcional després de lesions del sistema nervids periféric
s'han d'acomplir upa strie de requisits previs:

a) Que les neurones axctomitzades sobrevisquin a la lesid.

b} Que hi hagi regeneracid axonal des del punt de tes1d pel nervi distal fins a reinnervar organs diana,

¢y Que els axons reinnervin les estractures perifériques que onglnalment innervaven.

d) Que la neurona axotomilzada reestablerxi el patrd de connexions espinals original o un de
compatible amb ¢l desenvolupament de 1a funcid.

¢} Finalment, que la integracid tots aquests processos mosfoldgics 1 fisioldgics comporti el
restabliment de respostes fisiolégiques adequades.

Aguest treball €5 proposa avaluar ¢] paper que juga cadascun d'aguest factors en la capacital de
recuperacid funeiooal global després de lesions del nervi periféric de diferent gravetat 1 de
reparacions convencionals per sutura o autoinjert respecte 2 la tubulitzacid,

En aquest mare general s'han abordat els scpilents objectius especifles

1. Comparar els nivells de recuperacin funcigoal aconseguits després d'cfectuar diversos
tipus de lesions i reparacions del nervi periférie.
'aplicacia de téeniques d'avaluacid {funcional in vive permel efeciuar un seguiment quantitatiu de
la recuperacié despris d'una lesid 1 ded grau d'éxit aconseguit per la reparacid. Les lesions de nervi
son reparades clissicament per sutura directa dels exieems nerviosos o bé, quan es genera una
separacio entre ells, amb la interposicid d'un cmpell nervids. Tant on distdncies curtes, praduides
P Tetraceio després de la seccid, com en distancics llargues, derivades de la reseccid, I'0s de guies
tabulars podria ser un métode alternativ als tradicionals. Aquesta tesi es planieja quantificar Ta
recuperacié de diferents funclons neurais després d'una lesid nerviosa i comparar l'efectivitat
terapiutica de la sutura i 'ingert respecte de la tubulilzacid amb puies convencionals de silicona i
de noves guies reabsorbibles,

2. Comparar l'evolucié temporal de diferents parimetres neurofisiolagics relacionats amb la
regeneracié de fibres nervioses motores, sensorials, nociceptives i sudemotores.
Els nervis periférics consten de diferents tipus d'axons que ¢s poden dividir, segons la funcid, en
MOtors, sensorizls 1 autondmics, Després d'una lesid que implica la pérdua de continuitar del
nervi no {ots ¢ls axons presenten la mateixa capacitat de regeneear i reinnervar estructures distals,
Els axons amb cons de creixement més actius regeneren meés ripidament, perd amb un grau
d'cepecificitat menor que aquells que evolucionen amb leatitud, els quals cousen fendmens
d'hipentoervacid, peliimnervacto 1 mnervaciés aberrant. En aquest weball es pretén estudiar amb
proves especifiques Mevelucid de la regeneracid 1 la reinnervacid de fibres motores, sensorials,
nociceptives i antondmiques sudomotores en el mateix medel animal.
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3. Comparar ¢l grau de reinnervacido funeional sensdrio-motora, amb el nivell de
recuperacio del patra global d'activigat locontotora
Malprat que la major part d'estudis expetimentals sobre la regeneracio de lesions del sistema
nervids perifécfc es basen ¢n 'analisi de pardmetres histologics ifo Osiologics individuals, nomeés
Festudi de conductes motores o sensorials complexes en les quals participa el nervi afectat, pot
donar una idea clara de la recuperacid efectiva assolida per la terapéutica estudiada, En aquest
apartat vs proposa avaluar la recuperacio del patro de locomeocid després de diferents lesions i
reparacions i comparar-la amb els nivells de reinnervacio obtinguis,

4. Estudiar 'especifertat de la reinnervacié de fibres nervioses motores, sensorials i
autenimigees després de diferents tipus de lesions [ reparacions def nervi periféric.
Després d'una lesid, cncura que la regencracid sigul aparentment exitosa, son fregilents Jes
alteracians del patrd normal de reinnervacia de les dianes distals, que son cawsants d'incapacitats
fun¢ionmals. Els fendmens d'ingspecificitat pedricn explicar la manca d'una bona recupueracis de la
funcic global en lesions que permeten una bona regeneracic. En aguest treball s voldria avaluar,
mitjangant métodes funcionals t morfologics, Uespecificitat anatdmics | fascicular de la
reinnervacid de fibres nervioses imotores, sensorials | autondimiques després de diferents tipus de
lesions 1 reparacions del nervi periféric, i relacionar els seus resultats amb la recuperacid de la
funcid global.

5. Estudiar cls canvis de les resposies reflexes cspinals després de lesions i reparacions del
nervi periférie.
A més dels fendmens distals al punt de lesid, les neurones axoromitzades per la lesid presenten
una série de canvig estructurals { funcionals a nbvell del seu sama & arbre dendritic, Les dendrites
qtie la connecten sindpticament es retrauen [ es producix el seu alllament de circuits
proplocspinals 1 suprasegmentaris. Com a resultat d'aquest isolament i de canvis moleculars del
nombre 1 la seasibilitat dels canals 1iénics, 12 neurons presenta un estat Jhipérexcitabilitat que
afecta ¢ luncionament dels circuits espinals en els guals participa com a element aferent o
eferent. Aquest estudi ¢S proposa avaluar les respostes reflexes monosindptiques (resposea H) i
polisiniptiques (reflex de retirada) després de lesions i la seva evolucid sepons el tipus d'arc
reflex, [a pravetat de la lesié i ¢l nivell final de reinnervacio final assolit.
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1. Model animal

En tots els experiments, shan utilitzat rates femelles albines Sprague-Dawiey d'edat compresa entre
10 12 setmanes en ¢l moment de ser operades 1 de pes mitja d'aproximadament 260 g (263=4), Els
animals han estat subminisirats pel Servei d'Estabulari de [a Universitat Autinoma de¢ Barcelona
procedents de la seva colénia interna. Una vegada identificats per miga d'orificis practicats a les
orelles per tal defectear seguiments individualitzats, ¢ls animals han estat estabulats en gahies de
polipropilé {model 500, Fanlab), amb unes mides de 26 x 72 2 14 cnu. El 58] de la gdbia ha estat
cobert amb encenalls tous de cel-lulosa-lignina {Ultrasork Panlab). L'espai d'estabulacid ba estat
mantingut sota condicions controlades de temperatura [ humitat {21£2°C), ventilacio activa d'atre
un cicle de 12 hores de lum {de 8:00 am a 8:00 pm). Els animats ban tingut accés a menjar 1 beguda
ad libitum. L'aliment subministrat s'ha basal en un pinso compost que conté otz els elements
nécessaris pel seu manteniment {dicta A04, Panlab), mentre que la bepuda ha consistit en aigua
comrent. Les condicions d'estabulacid § experimentzeid han tingut en compte en tot moment les
dircetrivs  curppees (86/60WCE, DOCE n® 1, 358/1 dc §8-12-1986) 1 les normatives del govemn
espanyol (R.D 223/1988, BOE n°67 de 18-3-1988) 1 de la Generalitat de Catalunya (Hei 571995,
DOG n® 2073 de 10-7-1995 1 decret 2014/1997, DOHG n° 2450 de 7-3-1997) sobre traclament
d'animals d'experimentacid.

2. Procediments quirdrgics

Abans d'iniciar els procediments quirirgics, s'anestesien els animals amb pentobarbital sadic {Sigma)
preparat a una concentracld de 40 mg/ml 1 adminestrat per via intraperitoneal a una dosi de 40 ma/ke.
Una vepada comprovat que l'animal no presenta respostes a estimuls tactils m nociceptiuzg ¢s
procedeix a afaiiar el pél de la pota posteriar dreta 1 & desinfectar-la amb una sol-lueid de povidona
indada. Posteriorment ¢s fixa Fanimal amb cinta adhesiva sobre d'una placa quirargica en posicid de
decubit supi 1 amb la pota a intervenir estirada, formant un angle de 457 respecie de l'eix longitudinal
del cos. Tats ¢ls procediments quirirgics es desenvolupen sola condicions d'asépsia, utilitzant
instrumentzl de microcirurgia (FS7T, Heidelberg) 1 sota lupa esterenseapiea (Olympus 340/446) amb
il-luminacio per Num {reda (RAYPA F-130),

Lesto del nervi cignic

Es practica una incisit cutiinia 2 miveldl de la cara lateral-dorsal de la cwixa al llarg de {2 linia que va del
wocanter major del fenur al genell. Una vegada separada 1a pell s'impregna la fiscia amb solucit de
bupivacaina (0,75%). Scpuidament es practica [a seccid longitudinal del museul ficeps femoris per
accedir a la fossa poplitia 1 poder visualitzar el tronc del nervi cidtic. A continvacit es disequen les
adherdncies 1 el teixit connectiu que envelta el nervi cidtic fins alliberar-lo. Abans de procedir a la
lesid staplica thpicament sobre ¢l nopa ciatic a nivell de la fenedura cidtica 0,1 ml de bupivacaina, per
tal de bloquejar la conduceio d'impulsos en dircoeie proximal. Les lesions del ctatic es realitzen en
tots els casos en un punt situat a una distancia de 90 mm respecte de la punta del 3r dit de la pota
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posterior drita de ['animal, a fi d'assepurar en tots ¢ls animals dels grups experimentals una digtincia
equivalent per la regeneracid axonal fins les seves dianes distals. Minuts despris del blogueig
ancslésic, es procedeix a la lesid per compressid o per seceid de la totalitat del trone ciatic i, si
s'escau, a la seva reparacd immediaia segons els diferents prups expenimentals, Finalment, es sutura
el pla muscular amb punts de sutura de 5-0 {Alcon) i el pla eutani amb punts de sumra de 2-0
{Aleon}. L2 zona de sutura cs desinfecta amb sol'lucié iodada, Després de 'operacié Y'animal és
mantingut a wemperatura constant i controlat fing a 1a desaparacid dels efectes de l'anestésia.

Rescoeio def nervi safé

Una vegada completada la cirurgia del nervi cidtic, ¢ls animals s6n col-locats en posicid de decibit
pron sobre la placa guirtrgica. Es practica una ineisic cutdnia a nivell de l'espai femoral fins a
visualitzar el paquet visculo-nervids conformal per les venes 1 Iartéria femoral i el nervi safé, Amb
unes pinces microguirdrgiques se separa el nervi dels vasos sanpuinis al llarg d'un sepment ded sew
trajecte 1 s'aplica un petit volum {0, ml) de bupivacaina (0,75%) en ¢l seu scoment mdés proximal
per bloguejar 1a eonduceid. Després d'uns minuts es reseca un segment ampli de nervi safés {d'enire 5
i B mm)}, a [i i efecte daconsepiir una denervacio total de l'extremilat posterior operada per sowa du
penall i evilar que axons d'aquest nervi puguin projectar col-faterals sobre ol termiton ciatic denervar i
danar lloc a evidéncies falsament positives de reinnervacid. Amb una suwrd cutinia de 5-0 ¢s tanca
¢l pla cutani 1 es desinfecta la 1ncisid amb sod-Jucis 1odada.

L1. Tipus de lesions nervioses i reparacions

Lesio futasma
Aquest tipus de lesié ha consistit basicament en la dissecetd 1 alliberament del nervi ciatie de les
seves adheréncies, sense induit cap tipus de lesid sobre 2ll.

Compressid nerviosa

La compressid nerviosa (crush) s'ha dut a terme per pressio mecinica del nervi ciatic utilitzant unes
pinces microquirirpiques (Dumoat n” 5, La compressio del nervi s'ha repetit res vegades durant 30
segons on tres orientacions diferents per assegurar Ia lesio de wts els axons del nervi cidtic. Abans de
suturar la ferida, s'ha estimulat mecanicament l'extrem distal al punt de compressid per tal de

verificar que la denervacio ha estat completa. Aquest tipus de lesid no rep cap mena de reparacia.

Seccii nerviosa | fa seve reparacid

La seecid nerviosa consisteix a practicar un tall que abarca la towalitat del rone del nervi cidtic per
mitjia d'unes estisores microquinirgiques (Vannash. La retraccid elistica dels sepments del nervi,
induida per les beines connectives, deixa entre els extrems un espai de separacid (gap) d'entre 314
mm. Aquest tipes de lesid ha estat reparada wilitzant diversos procediments, definint els grups
oxperitnentals:
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e} Suiura faseicular directa: Saproximen els extrems del nervi seccionat i es fixen mitjangant tres
punts de sutarz epineural amb il monofilament de 10-0 i agulla no traumdtica {Alcon) en
diferents angles del pla de seccio. Les sutures travessen en primer Hoc U'epinenri de l'extrem
proximal i a conlinuacio Pepincuri del segment distal, per acabar anusant-se tres vegades. En la
sutura epineural sha procurat aconseguir sempre la maxima coaptacit fascicular dals segients, en
particular coaplant els fascicles tibial, peroneal i sural.

b Swiura fascicwlar crexada: Es dissequen [ separen els dos prans fascicles que conformen el nervi
ciatic a nivell de la cuixa, nervis tibial i peroneal, des del punt de bifurcacid [ fins arribar al punt
establert de lesio. A continuvacid es seccionen ambdds fascicles, 1 5¢ suturen cls seus extrems de
maneta creuada per mitja de dos punts epmeurals de sutura per cada Fascicle amb [l de 10-0.
D'zquesta manera es sutura 'extrem proximal del fascicle tibial 2 Vextrem distal del pereneal i
inversament, Pexeremm proximal del faseicle peroneal a l'extrem distal del tibiat.

c} Tubulitzacid froncular: mitjangant un Gnic punt de sutura de 10-{) s sutura cada extrem del tub
als cotresponents extrems del nervi seccionat. Les sutures travessen de fora a dins Ja paret del tub
i posteriorment de dins a fora 'epineuvri de Uextrem nervids (Seckel et al 1984). Una vegada fixada
la sutura preximal, &8s mesurat sota lupa esterecscopica amb una regleta microquirdrgica
{Stoelting) la distdncia o gap entre els extrems de 4 mm, abans de procedir a la swwra distal.
Finalment s'omplenat 'interior del b de silicona amb sémum Osiologie estér]. En la fixacid debs
extroms nerviesos al tub es procural mantenir 'orieqtacio de cada fascicle 1 del trone nervids. El
nb emprat €s d¢ silicona (Dicoinsa, Barcelonay, de 2 mm d.i., 0,5 mm gruix i 6 mm de longitud, i
préviament s'ha esterilitzat amb eranol de 70% i radiacions vltraviolades.

Reseccio nervicsa | la seva reparacio

Una vegada realitzada la seccid del nervi ciatic, es realitza una segona seccid distal per resecar un
segment deixant vn espal de separacid de 8 mrm de longitud, mesurat amb una repleta inicrogquinisica.
Aquesta lesid ha estat reparada pels sepilents procediments:

a) Artoinfert del segment nervids resecat: el mateix sepment de nervi cratic resecat sinterposa entre
els dos extrems seccionats, mifjancant la sutura de l'empelt a 'exorem distal ¥ al proximal amb tres
sutures epincarals de 10-0. Ex procurat també conservar la origntactd de injert en relacid als seus
extremns proximal i distal apafunt cam 2 orientacid cls vasa nervorum superficials i els fascicles.

by Tuhulitzacio frormewdar: mitjangant un punt de sutura de 10 ¢s sutura cada extrem del tub als
extremns del nervi, tal com s'ha desent anterioment. Es venificat la mesura de 8§ mm del gap
gencrat entee ¢ls extrems del nervi. Els wubs emprats han estat de silicona (2 mm d.i, (1,3 mm
anix, 10 mm longited) ¢ de poli-L-lactat-e-caprolactona d'alla permesbilitat (PLC; Novamont,

Movara) (2 mm d.i, 0,25 mm grux, 10 mm lonpitud).
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Fig IL2.1. Imatges d'un nervi intacte (a), després d'una compressid (b), un autoempelt (¢), una sutura epineurial (d),
una sutura creuada (¢}, tbulitzacié simple (f, I') i fascicular (g, g') amb silicona i amb una guia de PLC (h, h)
immediatament després i als 90 dies de Ia reparacié.
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¢} Tubulitzacia fascicular: s'interposa una guia de silicona de doble Hlum entre els fascicles nerviosos
resecats. Se suturen els extrems proxamals de cada fascicle, tibial { peroneal, als corresponents de
cada tub de 1a doble puia per mitja d'an punt de sutura epincural-transmural amb it de 10-01 23
repeteix la mateixa operacid pels extrems distals. Es mesura cf gap die 8 mm i s'omplenen cls dos
tubs de Ja puia amb sérum Gsiologic. El tub destinat al nervd tibial ¢ un digmetre inlem de 2 mm
mentre gue ¢l tub pel nervi peroneal és d'] mm, @ ots dos de 10 mm Jongitud © 0.5 10,25 mm de
grULY Tespoctivamen.

2.2, Tractamenis ecadjuvants

Tots els animals han rebut un tractament d'amitniptilina (Sigma) per prevenir l'auliomia postlesid
def nervi. L'amitriptilina s'ha administrat a Ia beguda a una concentracid de 13,0 mg/100 ml, des de
14 dies previs a 'operacid fins 'aparicit de signes de reinnervacia peniférica. Aquesta pauta assegura
un consum diari aproximnat per animal de 8 mpfle 1 evila I'autolesid (autotomia} secundaria a la
desaferentitzacid completa de la poia de Tanimal i el dolor neuropdtic induit per Ia lesid nerviosa
(avarro ct al 1994a). Els animals que preseniaven signes inicials d'autotomnia (a otvell de les ungles)
han estar gillats de 1a resta en gabies individuals | sotmesos a una dost deble d'amitriptilina, de 27,2
mg/100ml. En pocs casos ha persistil aquest tipus de conducta i els animals afectats han estat
retirats de lexperiment i sacrificats,

3. Grups cxperimentals

Aplicant els diferents tipus de lesions i reparacions del pervi cidiic s'han definit now prups
experimentals. Han estat dividits en tres grans grups de comparacid, scgons la lesio generada hagt
cSlAl UNa coOmpressid, uni seecid o una resceeld del nervi clatic. A continuacid s'especifiguen les
abreviacions, ¢l tipus de lesid i reparacid emprada i el nombre danimals de cada grup.

a} Grup comiral

C (n—17Y: grup control d'animals soimeses a una lesid fantasma (Sham lesion) del neevi ciisie.

B} Grup sotmés a ung compressio

X (n=0): comnpressid del neryi ciatic sense cap mena de reparacida.

ot Grraaps Sofmesos a una seccio

SUT (n=L1): seccid i reparacid per setura epincural directa dels extrems seecionats.

SUTC (n=9%: seceid del nervi ciatic 1 reparacid per sutura ereuada dels fascicles vibial i peroncal.

SIL4 (n=13% seccid i reparacid amb una guia de silicong, deixant emire €ls extrems del nervi un gap
de 3-4 mum.
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d) Griups IoMMesos a4 wna redectio
INJIB (n=%); reseccid de & mm del neevi ciitic reparada per autoinjert del mateix segment resecat.
SILS (n=13Y: reseccid i reparacid amb una guia de silicona, deixamt un gap de § mm.

SILED (n=9%): reseceid i reparacid amb vna doble guia de silicona de les brangues tibial i peroncal de
nervi ciitic. deixant un gepe de 8 mm pels dos fascicles,

PLCE (n~11): rescecid | reparacio amb una guia de PLC, deixant un gap de 8 mm.

4. Avaluacid funciona! de la regeneracié nerviosa i la reinnervacid

Els animals han ¢stal avaluals preoperatdriament i postoperatdriament cada 30 dies durant tres
mesos per tal de registrar Vevolucié de la regencracid de fibres motores, sensovials gruixudes i primes
i agtonemiques simpitiques, aixi com 12 reinnervacio de les scves estructures diana. Les técniques
utititzades resulten inndgiies per l'anitmal | només comporten la necessitat d'una anestésia genetal llea
per limitar el possible sofrirnent. Per aquesta rao, €s factible cfecluar un seguiment seriat del proceés
en un mateix grup d'animeals. Els valors de cada prova obtinguts abans de la interveneid hao estal
utilitzats com a vontrols dels resultats de regeneracid 1 reinnervacid en cada dia de sepujment. De
imancra paral-lela, sha efeetuat un seguiment en tols ¢ls animals de iz pota contralateral ne operada
les dades del qual no s'ba utilitzat en aquest estuds.

4.1. Reinnervaciio de fibres simpitiques sudomotores (fibres C)

La repeneracid de fibres simpatiques sudomotores savalua per mitga de la téenica del moillo de
sillcona (Kennedy [ Sakuta 1984}, El= animals son sedais abans de la prova amb una snesicsia
licugera (15 mg'kg de pentobariital 1.p.). Després es procedeix 2 la injeceid subcutinia d'una solucio
a 1'% de nitrat de pilocarpina {Sigma), 2 una dosi de 10 mg'kg. La pillocarpina &3 un agomnista
colintryic, que estimula directament la secrecid de les glandules suduripares (GS). Passats 30 minuts,
sextén un volum d'l ml de barreja flutda de mondmer de silicona {Elasticon, Kem) amb 5 goies
d'accelerador depositades amb una xernga ambp agulla de cal-libre 23 G, A mesura que ¢] material
polimeritea | s'endureix sobre fa superficie plantar de |3 pota, reté les impressians de les goteles de
suor que surten de cada GS. La quantitat 1 1a focalitzacié de les impressions es determina sota
micrascopi per transil-luminacié a 20 augments, complant-ne ¢l mimero en cada coixinet (o, B, A, B,

i D} ia les puntes defs cine dits de 1a pota posierior de Fanimal (1, 2, 3, 4, 5) (Fig [I1.3.1))

Les GE dels mamifers son excepeions a Fanomenat principi d'hipersensibiliiat a la denervacio de
Cannon {1939). Aixi, l'estimulacio volintrgica no promou la secrecio de les G5 de l'extremitat
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posterior denervada de la rata. Amb l'inici de la reinnervaci6 es comencen a registrar impressions a
les arees plantars més proximals de la pota posterior, incrementant-se I'extensié de les regions amb
sudoracid reactiva a mesura que es completa la reinnervacié distal. El recompte del nombre
d'impressions de suor recollides pel motllo és un indicador del grau de reinnervacié sudomotora per
axons simpitics postganglionars (Kennedy i Navarro 1993).

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

4.2. Reinnervacit de fibres sensorials primes (fibres nociceptives A8 i C)

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

EE yrau de reinnervacid muscular ha eswat avaluat migangant 'estimulacid elécirica transeutania del
nervi clatic proxinead a la lesid, amb agultes de 230, 1 ¢l registre del potencial d'accidé muscular
compost (PAMC), amb un sistema deléctrodes monopolars dagulla de 28 (Nicolet) insertats a la
superficie dels musculs piantars, gastrocnemi i tibial anterior, atititzant un electromidgral” Sapphyre
dM (Medelec/Vickers} (Navarro et al 1994b), L'animal ha estat anestesiat amb una dosi de 30 mpfkg
de pentobarbatal sadic 1 fixat sobre d'una placa de coure en posictd de deedbit supi, amb les potes
posterions | cls dits en extensid per sobre d'una banda adherenl. En wotes les proves de conduccid
nerviesa, sensibles als canvis de temperatura, 'animal ha estat mantiogul 2 una twemperatiga cutania
mesurada a la pell de ta pota posterior d'entre 32 1 34%C per mitjd d'un serpenti pla termostatat. El
sistema de registre consta d'un eléctrode de terra (G) sitnar a la base del 17 dit, d'un elécrrade de
teferéncia (G2) siteat a la porcio lateral de la punta del 4° dit de la pota i un eléctrode actiu o de
registre ((G1) insertat segons ¢ miscul testat €n alpuna de les seghents local-litzacions: sreseud
plantar; al centre de la planta entre els colxinets A 1 D muscid gastrocnemi: sobre el cos medial del
gastrocnemi a aivell del seu terg mig; sniscul fibial anterior: ¢ntre ¢l terg mip 1 el terg superior de la
massa muscular sitwada per davant de la tibia, Bl neevi cidtic ha estat estimulat per mibjd dun catode
col-locat a la fenedura cidtica 1 un dnode insentat subeotiniament { separat 1 cm en dircecid proximal,
aplicant estimuls elécirics rectangulars de 100 ps de durada, d'intensitat creixent fins a nivel|
supramaxim (25% per sobre de la intensitai que producix un PAMC de maxima amplitud). Els
filtres minim 1 méxim s'han situal entre 1THz i 5 K1z, Sobre el registee en pantalla sha determinat els
temnps de laténgia en mil-lisepons {ms) des de artefacte d'estimulacio fins a l'inici de la deflexio
nepativa del PAMO | Pamplitud maima d'aquest en mV des del primer punt dinflexio fins ab pic
negatiu maxim del potencial {ona M) Els registres dels PAMC han estat adquirits abans de
l'operacit 3 una escala d'entre 13 5 mV per divisio pel miscul plantar i entre 51 10 mV per divisié
peis misculs pastrocnemi i ibial anterior, Durant el periode de reinnervacid s'han wtilitzat una escala
dentre 100 § 500 1V per divisid pel plantar | d'entre 115 mV per divisid per la resta de miscuds
(Fig. TIL4.1),

L'amplitud de] PAMC &5 un index de la massa muscular innervada i, per tant, indircetament dek
nombre d'axens ¢-motors que mnerven e mascul, mentre que ¢l temps de laténcla reflecteix la
velocitat dels axons més rapids que reinnerven ¢l miscul 1 ¢l seu grau de miglinitzacio. El repistre
glectromiogralfic dels tres udsculs esmentats permet valorar la reinnervacio de diones localitzades cn
una regid proximal {misculs pastrocnemd 1 Ubiad anterior) o distal {muiseul plantar) ded punt de lesio,
A més els PAMCs dels musculs plantar i gastrocnemi avaluen la regeneracid pel fascicle 1bial del
nervi cidtic, mentre gue et det tibial anterior represenia la regeneracid a través del fascicle peroneal.
Dics després de 1a lesié 1 quan el segment distal ja ba perdut la seva excltabilitat, no es registra cap
PAMC evocat per estimulacio eléetrica del nervi cidtic. Al cap d'una setmana poden repistrar-se
potencials de fibril-lacio producte de la despolaritzacid espowtania de fibres musculars, indicatius de
denervacia muscular, A mesura que comenga la reinnervacic es poden regisitar PANMC de llarga
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laténcia, baixa amplitud [ ampla durada i dispersié ¢n el temps causada per la gran varietat en la
velncitat de condueeid dels axons repenerats, A mesura que ¢s completa la reinnervacio distal, €l

PAMC ex compacta, s'incrementa 12 seva amplitud i disminoeix el seu temps de Jaténeia i lo seva
durada.
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Fig. 11L.4.1, Bogistre del potencial d'accid muscular compost del moseu| plancar d'un anicaal control £a} i d'una animal
solmés 3 ung seccid del mervi ciite mparada per suturd 1 deivada regererar durant 20 dies {b). L'algada de Fona M 45
indicativa del nombre d'avons motors que refacerven el mascul. temps imanscorregut fing a Iinici dz de I'ona indica el
grau de mielinitzacia axonal i 12 veloeisat de conduscia. L'ona H 65 una resposts muscular reflexa monosindptica
mediada per fTores sensorials procedents dels fusos musculars (fibres la).

4.4. Reinnervacid de fibres sensorials gruixudes (fibres AR

La regeneracio d'axons sensorials gruixuts ha estat goantificada per eswdis neuroprafics, amb
estimulacia eléetrica del nervi ciitic a nivell de ja fenedura cidtica @ repistre del potencial d'accid
nervids compost (PANC) del nervi tibial 1 dels nervis digitals del 20, 441 5¢ dinde la pota operada
(Mavarro et af 1994b). L'estimulacid del nervi i el registre dels potencials ha esiat realitzar amb el
mateix electromiépraf, Sapphyre 4M, i cloetrodes que en els registres moters. Els electrodes de
registre pels nervis Jigirals s'han col.locat, el de referéncia (G2} a la cara lateral de la punta i 'actiu
(G1) ai lateral de ia base de cada dit avaluat, Per obtenir el PANC del wervd fibiaf s'ha insertat
l'eléctrode actin subcutiniament a la cara inerna del turmell. Els estimuls eliéctrics han estat de 100
us de durada i dintensitat supramixima, Els filtres minim i méxim s'han siteat entre 3Hz 12 KHz
Sobre efs registres shan determinat ¢ls demps de laténcia des de l'artefacte d'estimulacio fins a Finici
de la primera defiexid negativa del PANC on ms | Fampliticd de U'ona negativa mixima en uV, L'escala
d'adquisicid dels PANC sha situat entre 10 1 20 gV per divisio pels nervis digitals 1 d'enwre 503
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100V pet divisid pel nervi tibial abans de I'operactd, mentre que durant la reinnervacid s'ha situat
entre 21 5pV pels primers 1 entre 201 1000V pel sepon.

L'amplitud del PANC €s un indicador del nombre d'axons, fonamentalment sensorials tipus A gue
arriben als dits en els registres dipitals i upa mescla d'axons Aot AB en el registre del nervi tibial al
tald (nervi muxt). El registre de l'activitat eléctrica del nervi tibial a nivell del 1ald i dels nervis digitals

permet avaluar la regeneracid sensorial proximal i distal, respecte del punt de lesid. Després de la
lesid desaparcixen 2ls PANCs que tenen tendéncia a recuperar [a seva amplitud, laténcia i duracid

habituals a mesura gue 1€ Noe la repeneracio nerviesa. El temps de laténeia és indicatiu del gran de
miclinilzacid i ka velocitat de conduccid assolits després de la lesio (Fig 1H.4.2),
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Fig I1[,4.2, Regisize del potencial d'aceid nervids compost del nervi digial {*) d'un animal caztrol

5, Recnperacié de la funciéd locomotora global

L'avaluacie de la capacitat global de deambulacid ha estat duta a terme per mitja de la prova del
walking track {De Medinaceli et a] 1982). Amb pintura vermelta es pinzella la superficie plantar de
les dues potes posteriors de 1a rata i, a continuacio, se 1a deixa anar a ['eatrada d'un passadis de 40
ctny de longitud, § em d'amplada i 10 cm d'algada 1 que desemboca ¢n una obertura d'entrada a un
comparliment tancat 1 fose. A mesura gue Panimal camina buscani la foscor, va deixant marcades en
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vermell les seves petjades sobre un paper blane gque es col-loca formant el 531 del passadis. Cal
assegurar que l'apimal manté una velocitat de marxa uniforme enllarg de tot el trajecte. S'han
d'eliminar per tant els regisires obtinguts amb un excés de velocitat de la deambulacit en els quals
nomées apareixen les empremtes més distals de la pota, o aguells en els guals [ rata enlenteix o atora
el seu desplacament. Abans d'efectuar ¢l registre definitiu $'entrena 'animal a efectuar el recorrepur
tres vegades seguides per tal de familiaritzar-lo amb la tasca a acomplit. Entre (ots ¢ls registres
reatitzats s'escull una petjada representativa de la pota aperada i |z seva correspotient contralatersl
{Fig. HL5.1). Amb un peu de rel es mesuten €n mil-limetres sobre cada empremta ele seglents
parametres: la distancia maxima lonpitudinal de tu petjada (PL, Print Lengrh), Fa distaneia maxima
transversal entre les marques del EFiel € dit (75, Toe Spreading) 1 la distancia cndre les compremtes
del 20 j ¢l 4t dit (T, Fntermediary Toes), Amb aquests tres parhmetres es construeix wn index de [a
recuperacio locomotora de l'extrernitat operada respecte de la control contralateral per cada dia de
seguiment (De Medinaceli et al 1982, Bain et al 1989):

EFL-NFL ET3-NTS EIT-NIT
Index Funcional del Ciltic = -38,1 ———ee 4+ 1005 —  + 133 — v - 3.8
NPL TS MIT

Fig. IIT5.1, Registre de les poljades dun erimal contral {2) i un animal amb seccio reparada def cidne (b)) 90 dies
després de | lesic. La lesid denerva la musculatuta flexora i extensora de Featremitat posteriar i dels dits del peo,
posduint un ingrement de |2 distincia longitedinal total {PL), i una redeccid de la distangia wangversal entre el Le-5¢ dits
(TS¥i1el 2n A dits |7}

El wafking frack és una prova que avalua globalment Ja ¢ondueta motriv desenvoiupada per 'animal
abans | després de Iz lesic 1 indica la tecuperacid de la funcid en la gual €l nervi lesionat esta
directament implicat. La seccid del nervi ciatic desalerentitza els imputs mecanosensorials ¢
propioceptius procedents de [a planta i l'axtremitat posterior de l'antmal i desactiva la musculatura
exkensora del peu i els dits innervada per la branca peroneal 1 1a flexera jnnervada per nervi tibial. En
agquestes condicions lanimal perd la capacitat de separacid dels dits de 12 pota, reduint-se les
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distdncies TS i IT (branca peronsal), 1 de caminar recolyant les pans més distals dels dits, fet gue
incrementa el segment PL (branca tibial). Aquests parimerres haurien de recuperar-se fins a valars
precperatars a mesura que es produeiy la reinnervacid muscular i sensorial perifarica,

6. Avaluacid electrofisiologica de I'especificitat de Ia reinnervacio periférica

Al final del periode de seeuiment cls animals de cada prup experimental shan anestesiat, per tal de
dissecar ¢l nervi crdtic regenerat al llarg del scu trajecie des de la fenedura cidtica fins 2 nivell de la
fossa poplitia, Una vepada alliberat el trone nervigs, s'ha dut a terme la disseccid fascicular de les
branques tibial, perencal 1 també sural, guan ha estat possible, per damunt det punt de lesid i shan
seccional a nivell proximal, deixant uns quants rmil-limetres de cada fascicle fins al punt de lesid. Bl
tronc del nervi cidtic en primera instancia i, despres de la disseccid, cadaseln dels fascicles han estat
succlonals dins duna canulla de vidre de diametre adaptat a la seva gruxaria, plena de solucio salina
connectada a un eléectrode de succio muntat sobre un micromanipulador. L'eléctrode es troba
connectat a traves d'un b de silicona i una clau de tres passos 4 una xeringa plena de solucid saling.
Estirant de I'embol de fa xeringa es erea una pressio negativa que aspira Pextrem del nerd ding de 1a
pipeta de vidre, El contacte del nervi amb les parets de la canul-la segella el sistemma i impedeix fes
perdues, Cada fascicle ha estat estimulat. emprant 'eléctrode de succidé com a citode, mentre que
'andde, consistent en una apulla, s'ha insertat a nivell subcutani proximalment. D¥aqueste manera, , a
la vepada que es focalitza 'estimulacid, s'efectua Festimulacio directa dels nervis 1 s'eviten ofs efectes
nacius de l'estimulacid perllongada amb electrodes metal.ltes. El camp obett ha estat mantngut amb
oll de parafina per prevenir 1a cenduceid per massa de l'estimul aplicat i afavorir la conservacid dels
fascicles. Durant tota la prova, Fanimal s'ha mantingut sola ancstésia profunda i 2 una temperatura
contrelada {32 8 34°C de termperaturea cutdnia perifenical.

Amb aquesta disposicio, cn un grup d'animais controls sthan definit els territotis musculars,
sensorials 1 sudomoetors normals de cada fascicle del ciatic i la resposta quantitativa corresponent.
L'obtencid de modificacions d'aquests patrons d'innervacio després de diferents tipus de lesions i

reparacions del nervi ciitic, sera indieativa d'ertors en la reinnervacio perifenea.

6.1, Especilicitat de la reinnervacid muscolar {fibres moteres Ao

Estimuiant separadament el tronc ciatie 1 cls seus fascicles tibial, peroncal i sueal, s'han registrat, per
mitja de microciterrodes monopolars dzgotla intramuesculars, tal 1 com ha estat ja descrit per a
'avaluacid de |a reinpervacié muscuelar, els PAMCO deicetables als masculs plantar, gastrocnemi i
tibial anterior. Els PAMC han eslat abtinguls amb pulsos eléctrics simples rectangulars de 100 ps
de durada 1 d'intensitat supramaxima. S'ha registrat activitat durant els 20 ms posteriots a
Festimulacid. Sobre els registres s'ha determinat els temps de laténeia fing a la deflexio negativa de
Fona M lamplitud maxima daquesta,
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6.1, Especificitat en la reinnervacid sensorial {fibres sensorials Af})

Per determinar l'especificitat de la reinnervacid d'axons sensonials s'ha cstimulat ¢ trone del nervi
ciatic i [es seves branques thial, peroneal § sural, registrant els PANC a nivell dels nervis digitals del
Zn, 414 5& dits 1 del nervi tibial al turmell per miga d'eléctrodes monopolars insertats
subcutiniamen! a prop dels nervis. Els PANC han eswtan obtinputs amb pulsos elecincs de 100 ps de
durada i d'intensitat supraméxima. Sobre ¢ls registres g'ha determinal els temps de laténcia fing a
l'iruci de 'ona de despolaritzacid nerviosa 1 l'amplitud maxdima d'aquesta.

.3, Especificitat de reinnervacid sudomotora (fibres sienpitiques C}

Per avaluar t'especificitat dels territoniz de reinacrvacid de les GS per fibres simpatiques sha
estimulat el nervi clalic | suceessivament cadascuna de les seves brangues amb l'eléctrede de suceid,
aplicant una estimuolacic repetida a una freqitencia de 15 He, d'estimuls d'intensilat supramaxima pel
Windar motor, de 200 ps de duracié durant 5 minuts {estimulador 544, Grass instrumems),
L'activitat sudomotora induida per I'estimulacid eléctrica ha estat registrada cfeetnant moddlos de
silicona de la superficic plantar de la poda estimulada als 3 1 5 minuts de 'iniel de lestimulacid
(Mavarro i Kennedy 1990a). Sota lupa binocular s'han comptat en cada motllo les impressions de
suor dels coixinets plantars (o, (3, A, B, C i D)t de tes puntes dels cinc dits 1, 2, 3. 4, 51

7. Avaluacio morfologica de Pespecificitat de la reinnervacid periférica

Per avaluar histologicament l'especificitat de la reinnervacid i la capacitat de col-lateralitzacio dels
axons regeneratius, s'han operat una série de grups experitentals complementaris amb lesiony
analogues a les de gquasi tots els prups estudeats funcionalment {C, X, SUT, 5114, SUTC, [N, SILE
i PLC8), de 6 animals per grup. Tres mesos deprés de {'operacid, i després de guantificar
electrofisiolégicament els nivells de reinnervacid muscular assolits, s'ha disseeat el nervi cidtic,
separant distalment al punt de lesid les branques peroneal i 6ibial. A continuacid s'ban seccignat en el
punt més distal possible abans de penetrar en la massa muscular corresponent el nervi peroncal, la
branca del nervi tibial que déna innervacid al cos medial del miscul gastrocnemi i el trone ded nervi
tibial a nivell del (sl just abans de dividir-se en les seves dues brangues plantars. L'extrem proximal
de seccidé de cadascun d'aquests fascicies ha estat exposada durant 20 minuts a una guantitatl
suficient de cristalls de tragadors fluorescents que en ser excitats emcten lum fluorescent de
diferents longituds d'ona. Aixi el nervi peroneal que projecta sobre el muscul tibial anterior ha esrat
marcat amb Di que emet Nwem de color vermelta (Molecolar Probes), el nervi del gastrocnermi medial
amb Fast Blue de coloe blaw cléetric (EME-Plyol GmbH, GrofUmastadt} 1 2] nervi vibial-plantar amb
FluaroGold que emet llum de tonalitat daurada-grsos (Fluorechrome Inc, Englewood) (Angeloy et al
1999), L'aplicacié de tracadors fluorescents s'ha realitzat amb la maxima cura per tal devitar [a seva
difusid sanpuinia o el marcatze per contipuitat de fascicles nerviosos adjacents. Finalitzada
Fexposicid, $'ha netejat amb solueis salina la zona | $'ha resuturat [a musculatura i el pla cutani de ta

cuixa. Les extremitats posteriors esquerres, no operades, dels grups experimentals i contrals han
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estal aprofitades per marcar una d'altres branques det norvi cidtic que innerven el muascul soli, els
misculs flexors dels dits, aixi com el nervi sural i ¢l nervi safe.,

Deu dies després de Faplicacic dels magadors fluorescents, temps necessati per asscgurar ¢l seu
transpett retrigrad fins afs soma de les motoneurones | nearanes senserials, s'ha procedit a la
perfusié-fixacid, Després d'anestesiar profundament els animals amb éter, s'han perfos per via
intracardiaca, inicialment durant 80 sepons amb tampd PBS (0,1M, pH 7,38} | posteriorment ducant
20 minuts amb una solucid de paraformaldehid al 4% cn PBS {0,2M, pH 7.38). Seguidament s'ha
procedit a l'extraceid de la medul.la espinal ¢ s'ha separat amb ug bisturd un sepment de 2,5 cm des de
l'extrem distal del conus espinal, que conté els segments lumbars 1 sacres d'interés. S'ha realilzat una
postiixacid de 24 haores 2 4°C en paraformaldehid al 4% amb agitacio constant, La mostta medul.lar
ha estat 1allada en seccions longitudinals de 30 pm de gruix en direccid ventral-dorsal amb un
vibratom (FTB-vibracut, Plano, Marburg) i muntades en grups de wes en portaobiectes de vidre de
manera seriada i conservant-ne l'ordre original.

Les seccions han estat excitades 1 observades a través de dos jocs de filtres (Carl Zeiss) diferents: un
per visualitzar conjuntament el Fast Blue 1 el Fluoro Gold (Filter Sec 01: excitacid BP 303/12
emizsio LP 397} difereniciables clarament pel color de la llum emesa, i V'altte per visualitzar el Dnl
(Filter Sct 15: excitacio BP 546412 1 emissid LP 590) {Angelov et al 19949 (Fipg II1.7.1). No s'ba
demoastral l'existéneia de flusreseéncia creuada entre els filtres per a Dil § per FB-FG (Anpelov et al
1999). Imalges de cadascuna de les seecions amb preséncia de cél lules marcades han estat adquindes
amb cadascun d'aquests filires, per mitja d'una camara de video CCD (Optronics Enpineering Model
DEL-470) | ernmapatzemades en un ordinador en format TIFT. Amb PFajut del proprama d'analisi
d'imatges Gpuimas 6.1 {Optimas Corporation, Bothell) 1 aplicant el metode de fraccionament
{Gundersen 1986) s'ha comptabilitzat les motoneurones amb nucli visible en una de cada res
seccions espinals comelatives de 30pm de gruix 1 s'han multplica per tres els comptatges finals. Per
mes scgurelat, s'ha quantificat un grup de ¢ animals control comprant cadascuna de les seccions
sha comparat amb ¢l mitlode estimat sense trabar diferéncies significatives, De fet tenint en compte
que el didmetre de les motencurones, segons alguns treballs i observacions prépies (Streppel et al
1998}, se situa a l'entorn entre 30-40pm 1 rarament supera els 50pm, s pot estar segur de no
comptat en seceions d'aquesta gruixaria dues vegades [a mateixa céllula (Swett et 3l 1986). El
nombre de motgneurones amb marcatges dobles de Fast Blue i1 Fluoro Gold ha estat detarminat
viswalment per la preséncia d'ambdos tragadors al soma neuronal que adopta ana coloracid gris-
perlada. El nombre de dobles marcatpes amb Fast Blue 1 Bil o Fluore Godd 1 DIl o de neurcnes amb
triple marcatge ha estat determinat mitjangant la superposicid d'una mascara binaritzada, mostrant
els perfils cel.hufars, de la imatge obtinguda amb ¢l dos jocs de fiires. En les mateixes imakges, amhb
l'ajuda del programa NEH-Image, shan detcrminat tambe ks mides, la posieid relativa i la densitat
cel lular dels nuclis motars dels miseuls estudiats.
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Fig 111.7.1. Imatges de fluorescéncia de motoneurones d'animals control. Fluorescéncia per & Fast Blue (A), Dil (B) 1
Fluoro Gold (C). Barra = 50pm
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8. Avaluacid funcional de les respostes reflexcs espinals

L'estudi dels canvis en l'activitat de reflexos espinals despres dels diferents tipus de lesions i
teparacigns del nerv cidlic sha efectuat també de manera mensual durant tres mesos en els diferents
prups cxperimensals. Shan registrat respostes veflexes monosinaptiques {ona H} i respostes reflexes
polisindptiques de retirada ipsilaerals {reflex flevor) i contralaterals (reflex extensor creuat). Bn rots
afuests regisires $'ha mantingut Panimal sota anestésia profunda amb una dosi de 40 mg/ke de
pentobarbital sidic ip., amb temperatura contralada | fixat sobre d'una placa de coure en posicié de
decibit supi. Per mantenir un gstat ancstesic constant shan administrat cada 60 minuts dasis
adicipnals de 10 me/kg de pentobarbital. L'estimulacid i el registre de Factivitat reflexa s'ha realitza
per mit)d d'un electremidgral Sapphyre 40 {(Medelec/Vickers).

8.1. Respesta reflexa monosinaptica: ona H

L'estimulaeid eléctrica d'un nervi periféric evoca una resposta directa anterdprada conduida per axons
moiors que nalitza amb la despolaritzacid muscular (ona M), Al mateix temps, Pestimul produeix
la despolantzacid d'axons seasprials tipus la que formen pan de Parc de] reflex miotatic, Aguestes
fibres sensorials copduciven l'estimul fing a 12 medul-la on sinapten amb ug grup reduit de
maotgneurones. Com a producte de l'excitacid postsindptica les motoncurones es despolaritzen
condutnt distalment cap al miscul nous potencials d'accid gue evocaran una resposta de
despolaritzacié muscular reflexa tardanz (ona H). Estimulant el nervi cidtic i repistrant respostes
musculars de la manera ja explicada, s'han registrat les respostes reflexes dels misculs plantar,
pastrocnenmi i tibial anterior (Navamo ef 2] 1994%). S'han aplicat estimuls unics de 100 s de durada i
supramaxims per l'ona H. L'escala d'adquisicio preeperatbria s'ha situat entre 005 ¢ 1| mV per divisia
pel miscul plantar i entre 1§ 3 mV/divisis pel pasirocnemi 1 el tibial anterior. En mulsculs reinnervats
'escala d'adquisicid s'ha situat entre 100 © 300 pV pel plantar i entre 0,5 i 1 mV pel gastrocnemi 3
tbial anterior. El temps de registre ha estat de 20 ms. $'ha quamificat la Jaténcia fins a l'inict de I'ona
H enoms i 1z seva amplitud en mY (Wavarre et al 1999 (Fig. I11.4.1).

3.2. Reflexos naciceptius de retirada: flexor ipsilateral i extensor eontralateral

L'cstimulacié elécirica de fibres sensorials nociceptives del nervi tibial producix una resposta teflexa
d'activacio de b musculatura flexcra ipsilateral, entre ells els muisculs semitendings i biceps fermuoris,
destinada a retirar l'sxtremitat posterior afectada de [a fout aversiva, El circuit reflex eonsisteix en
fihres aferenis de diverses classes, connexians medul. lars polisindptiques fins a Jos motonsurones
aprapiades, En les condicions danestésia 1 posicio estentades, s'ha estimulat el nervi tibial per mitja
d'un catede a la cara medial del turme!l 1 un anode distal al marge medial de la pota. La tesposta
muscular s'ha repistrat en el mascul biceps femaris per mitja d'un eléetrode de registre localitzat en la
profunditat del mascul, un eléctrode de referéneta subgutani a nivell del trocinter 1 un eléctrode de
terra a Varrel de la cua. S'han aplicat estimuls eléctrics tnics rectangulars de 500 ps de durada i

intensitat suptamaxima pels components de la resposta reflexa, Els Oltres minim i maxim shan situat
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a JHzi 5Kz, L'escala d'adquisicid s'ha situal entre 2000 1 500 pV en fases properatiries 1 entre 50 |
100uY en les de reinnervacid. Sabre el repistee obtingat durant 250 ms 1 rectificat, $'han mesurat ¢ls

tentps de latencia, el nombre de pics § "'amplilud maxima de cada component; C1 {mediat per fbres
AP, C2 {mediat per fibres A8Y [ en alguns grups C3 (mediat per fibres O (Fig 1L8.1).
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Fig I11.3.1. Regisire del refiex de cetimadie extenser crevat del maseub tikial esquerme chtingut per estimulagid el nen
tibial dret ea un animal contred, amb ele seus res compoagats dactivitat 1 (APY T2 ¢ fires A8) i T3 (Abres C).

La mateixa estimulacid eléctrica de fibres aferents del nervi tibial produeix també una resposia reflexa
d'activacio de la musculatora Aexora t extensora contralateral. El circuir reflex gue la condueix &5 de
Lipus polisinaptic i crena la linia mifjana fins a projectar-se miyangant interncurones sobre les
mitaneurones de I'nemimedul-la contralateral. Seguint el procediment descrir, s'ha estimulat ¢l nervi
tibial, repistrant ara 'activitat muscular refiexa evocada sobre els musculs gastrocnemi 1 tibial anterior
contralaterais, Sobre el registre rectificat, s'han mesural els temps de Jaténcia, el nombre de pics
l'amplitud maxima dels tres components d'activitat: C1 (mediat per fibres AQ), C2 (mediat per fibres
A8} C2 (mediat per fibres C) (Navarro et al 199%)

8.2, Avaluacid dels llindars d'excitabilitat de les resposies rellexes

Per a tipificar els llindars drestimulacid de l'ona H tespecte a l'ona M i el tipus de fibres aferents que
condueix aferentment l'estimul debs components C1, C21 C3 dels reflexos s'ha avaluat en un grup de
361 24 animals controls el lindar d'intensitat minim 1 maxim de la resposta de despolaritzacid
muscular directa {ona M) i reflexes monosinaptiques (ona )i el Wndar mimita dels tres conponeius
de respostes pelisiniptiques.

Pat valorar l'excitabilital del refiex monosindptic, sha estimulat el nervi cidtic amb putsos eléctrics de
100 s de durada 1 intensitats des de 0,0 mA fins & un mixim de 35,0 mA en increments de 9.1 ma.
5'ha determinat ¢l lindar minim del reflex, ¢l Uindar de maxima resposta i s'ha registrat algunes

corbes de reclutament de l'ona H del muscul plentar segons intensitat d'estimulacio de U'ona H 1 de
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I'ona M. De manera similar, Uexcitabilitat deis diferents components dels reflexes polisinaptics ipsii
contralaterals s'ha estimat estimulant €l nervi tibial a nivell del tald amb pulsos de a estimuls de 30,
100, 200 i 300pus de durada i intensttais ereixents de 0,0 mA fing 4 75.0 mA on increments de 0,1
A, S'ha determinat el [lindar minim d'excitabilitat dels components C1, C2 1 C3.

9. Protocol de seguiment

Una vegada realitzades les lestons nervioses amb les seves comesponcnts reparacions s'ha avaluat
mensualment dutant 3 mesos la regeneractd 1 reinnervacid de fibres motores, sensonals gruixuades,
sensprials primes 1 sudomotares, lactivitat reflexs monosinaptica i polisindptica i la deambulacié
plobal. Com a proves finals els animals de cada grup han estat subjectes a estudi funcional de
Vesperificital de reinnervacio 1 d'altres a Pestudi histolégic amb retrotragadors del mateix fenomen.
En alguns grups d'interés alguns exemplars han estat seguits fing 4 6 mesos després de l'operacia.
Aquesta infotmmacid ha permdés comprovar que als 3 mesos de 1z lesid tos els grups de lesid amiben
a un nivell gairebd maxim de recuperacio dels diferents parameires funcionals, que no es moedifica

substancialment en mesns seglents. Fer aquesta rad aquestes dades no seran mostrades en aquesta
Iernona.

Avaluarid funcional de la regeneracio, la reinnervacio i fa recuperacio

Per tal d'evitar que I'aplicacid d'uma téenica pogués alterar els resultats de la segilent. s'ha mantingut
un ordre fix de prelacié de Ies diferents proves de regeneracis i reinnervacis funcional:

1] Regeneracio 1 reinnervacio de Abres simpatiques: motlle de silicona

2) Regeneracit de fibres sensorials primes: algesimetria

33 Regeneracid i reinnervacid de fibres motores; registre de PAMCs i de l'ona H de mascals plantar,
gastrocnerni i Libial anterior ipsilaterals 1 contralaterals

43 Repencracio 1 remnervacid de fibres sensorials pruixudes: registre de PANCs de nervis digitals
ubial ipsilaterals 1 contralaterals

5} Reflexes nociceptius de retitada: tepistre del reflex flexor ipsilateral del midscu! biceps fetnotis
dels reflexes extensers coatralaterals dels musculs pasttocnemi, tibial anterior § plantar.

0} Reeuperacio del patrd de locomecio: prova del wafking frack.

Avaluacié electrofisiolégica de Vespecificirat de la refromervacis perifericu

Una vegada scomplerts els tres mesos de secguiment 1 després d'efeciuar [avaloacio final de [a
recuperacic; de les diferents proves funcional s'ha dissecat le cura posterior de la cuixa i sha procedit
a 'estimulacio fascicular del nervi cidtic 1 les seves diferents branques seguint el procediment exposat
a l'apartat I11.5:
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1y Especificitat de reinnervacid de fibres motores: moseuls plantars, gastirocnemi i tikkal antenor.
) Especificitat de reinnervacid de fibres sensorials gruixudes: nervis digitals i tibial.
1) Especifichiat de reinnervaced de fibres autondmiques sudomototes.

Avaluacio morfaldgica de Pespecificitat de la refmrervacid

Fera lavaluacid histobigrica de especificitat de 1o reinnervacid san repetit arups sotmesos 4 lesions
anialogues a kes ja reahitzades. S'han deixat tegenerar durant 20 dies. Al final del scguiment 5ha
avaluat, per mitja dels retrotragadors Fluore Gold (FGY, Fast Blue (FB} i Dil:

10, Analisi de les dades

Per a l'andlisi de les dades s™ha utiiitzat un equip microinformatic Macintosh {models HE[x 1 Power
PCY i diversos programes per aquest sistema operatiu,  Els resultats obtinguts de cada prova ban
estat anotades per a ¢ada antmal | dia de seguiment en els seus fulls de seguiment corresponents,
Fosweriorment, s'ha transferit les dades a un [ull de caleu] (Microsoft Excel 5.0) 1 s'han calculal les
mitjanes grupats 1 els errors estandars dels valors de coda prova. 5'han represeniat graficament els
valors migjans de cada prop etprant un prograrng de respresecntacis pratica {(Cricket Graph 3.0% Les
dades oblinrudes de cada animal s'hen transicrit a un full estadistic (StatView 4.5 per realitzar
Vestadistica descriptiva 1 inferencial dels diferents grups. Donada la poblacio de subjectes
experimentais, s'han utilitzat com a proves estadistiques, praves no pardmetriques tant per a les
comparacions intergrupals (Kruskall-Wallis 1 U de Mann-Withney) com per a les comparacions
intrapgrupuis de dades aparcillades (Ranz de Wilcoxon). Per a [a comparacio de les proporcions
d'enimals arnb recuperacid stha aplicat ¢l test de la X2 (Chi square), En tots €ls casos, s'ha considerat
com a significativ un valor de p < 0,05

Avaluacio fincional

Els valors preoperatoris de les diferents proves d'avaluacid de la innervacid muscular, sensorial
sudomotora, de les respostes reflexes i de l'activitat de deambulacié shan considerat com a valarg
controls | corresponents al 100% dactivitat funcional per a cada animal. Els valors obtinputs en cl
sepuiment postoperatori s'han expressat coin a percentatge del vaior control en cada dia d'avaluacid.
Els valors absoluts dels temps de laténeia desapareixen amb [a denervacid 1 recuperen valors ms
largs als pregperatoris amb la reinnervacid, per aquesta rad els valors evelucionen des de valors
supcrines fins al 100%. Els valors de 'algesimetria <'han expressat com ol percentatye de ka laténeia
de retirada de 1a pota operada respecte de la pota sana, 1 s'han indicat com a valors supenors que
tendeixen al 100% amb la repeneracid. En la resta de proves [uncionals, &s valors absoluts
desapareixcn amb la lestd | es recuperen amb la reinnervacid; per aquesta rad les dades evolucionen
des del 0% immediatament als 7 dies de la lesid després de [a lesid fins a valors proxims al 100%,

S'ha determinat tambeé les proporcions d'animals amb aparaicid de resposta en cada dia de seguiment.
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En Festudi electrofsiolopic de lespecificitat de la reinnervacid, s'ha caiculat els pereentatpes de
resposta funcional motora (amplitud det PAMC) sensorial (amplitud del PANC) 1 sudomotora
(nombre de glandules sudoripares activades) dels faseicles tibial, peroncat i sural respecte a la
resposta totol aconseguida per estimulacid de tot el trone del nenvi clane. $'ha determinat les
proporcions danimals amb innervacid muscalar, sensedal i sudomotora simpe o miltiple § ¢l prau de
poliinervacid de dianes. Finalment sha expressat la proporcid d'animals amb pluriinnervacio de
diangs,

L'amphitud de les respostes reflexes monosiniptiques {ona 1) ha estat calcuiada en cada dia de
sepuiment com a perceniatpe de Ji resposta motora maxima del mdscul {ona M) on s'ha registrat,
configurant la ratic HM, Posteriorment s'ha indicat a les taules l'evolucid d'aguesta ratio d'ampliluds
HiM en relacid al valor de [a mateixa abans de 'operacié. L'amplited de les respostes refllexcs
polisindptiques ha estat expressada com a percentatge de l'ampliled de 1a resposta eondeol, donat
que ¢ls registres es fan sobre musculs no denervats per la lesid, per a estudiar la seva recuperocid 1,
nermalitzats respecte del valor del PAMC del nervi tibial des del qual han estat evocats, per a
quantifiear el grau de fagilitacty de la resposta. Destimacid del temps de conduccid periferic-central
de bes resposies reflexes sha calenlat per mitga de L diferéncia entre les laténgies de lesones Hila M
{lat H-lat M} en cls reflexas maonosinaptics i restant als temps de laténcia de cada component {C1,
2. C3) el temps de conduccid de la via aferent sensorial (temps de laténcia del nervi tibial) i eferent
motora ipsilateral o coneralateral (temps de laténcia dels PAMOs) en e2ls polisindpucs.
Posteriorment 5'ha indicat per ambdés tipus de reflexos, l'evolueid dels valers d'aquesta estimacid
respeeie del valor que tenien abans de la lesid.

Avaluacia morfolégica

L'estudi amb retrotragadors fluareseents de iz reinnervacid s'ha avaluat, duna banda comparant
quantitalivament els comptatges abseluts de neurones motares dels grups experimentals amb ¢ls del
grup control. Tambe sha comparat ¢l percentatps total de neurones marcades amb cada tragador i 2l
percentatpe de motoneurones amb diverses combinacions de dobles o triples marcatges respeocte del
izl de neurones muotores marcades, respecte al prup control 0 entre els diferems grups
experimentals.
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I1. Valors absoluts controls

A continuacid sexpressen cls valors absoluts (mitjana & crror estidar) dels parametres funcionals
que $'ha wildzat per esmdiar la regeneracid i Nespecificitat funcional de la reinnervacio d'organs diana
sudomotors {GE), nociceptius {ALG), musculars (PAMC), sensorial digials (PANC) i 1a
recuperacio de fa luncid global de locomectd (W) carresponents a rates Sprague-Dawley de 10-12
setmanes d'edat 1 260 g de pes. Els valars absoduts de les respostes reflexes monasinaptiques {1V.5. 1
1 polisinaptiques (IV 6.1 1 ¢lz comptatpes de motoneuranes espinals {IV.4.13, com que son objecie
d'estudi d'aquesta mawixa tesi, g'han inclds al sew eorresponent apartat de resultats,

{5 &3 B A B C ) I 2 3 4 3 Total

GS 4560 16,15 2080 39,85 3245 4090 1960 2035 1760 1715 16,25 294.70
% (1,2) {1.27) (150) (1,16) (1,78) (2.63) (1,04} (0.94) (1,33} (1,36) (0.95) (9,31)

ALG Resposiz I'antar

Liindar de retirada {"C) 41,38 £ 0,62

Temps retirada {segons) 10,74 £ 0,33

Temps de retirada D vs E (%) i01,76+2.32

PANC m. Plantar m, {zastrocnenti m. Titral
Amplitud Ona M (m¥) 7642028 42252 1,10 17,85 20,86
Amplitud Ona H (mV?) 0,88 0,05 429+ 0,41 362021
Laténcia Ona M {ms) 2,54 £ Q,08 1,30+ 0,04 1,39 = (.04
Laténcia Ona H (ms) 720,13 6,07 020 7,26 =020
PANC n. digital 4t dit  n. digital 3¢ dit  n. digitzl 2 dit 6. tibial {tald)
Amplitud Ona N {pV) 17,57 £ 0,46 1995 £ .69 16,597 + 0,40 156,73 = 5.70
Laténcia Onz N {ms) 1.75 £ 0,04 1,77 £ 0,04 1,71 £ 0,05 1,06+ 003
wT Mlesures emprempta plantar

Print Length {mm} (PL} 26,13 £{,29

Toe Spreading  (mm) (Ts 19,35 £ .31

Intermediary Tocs {mm} (1T} 100,31 =023

Index Fancional del Ciatie (u.a) {IFC) 7.04 £ 531
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