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Resum

Les lesions del sistema nerviés periféric constitueixen un trastorn neurologic
freqiient i, en els casos més greus, comporten una inadequada recuperacié
funcional. L’etiologia és multifactorial pero una de les causes que ha generat més
interés ha estat el possible dany associat a la realitzacié dels bloquejos nerviosos
en anestesia. L'anestesia regional pot ocasionar lesié nerviosa mitjangant diversos
mecanismes: mecanic per l'efecte traumatic directe de les agulles, toxic per I'ds
d’altes concentracions i dosis d’anestéesic local, sobretot injectats dins del nervi, i,
per ultim, per l'efecte isquemic vascular relacionat amb l'augment de pressio i
compressio dels capil-lars. De tots els tipus d’injeccions, la intraneural és la que ha
estat associada més ampliament amb aquests mecanismes lesius i, per tant, a
complicacions nervioses més importants. Malgrat l'assoliment d’'una major
precisio tecnica amb la introduccié de I'ecografia, se segueixen produint puncions
intraneurals inadvertides i aquest succés ha fet ressorgir antics debats de notable

rellevancia clinica sobre el seu inherent dany potencial.

La medicina traslacional ha intentat abordar el complex camp de les lesions
nervioses, perd malgrat haver aprofundit en el coneixement d’aquesta patologia,
no hi ha hagut una millora clinica rellevant en aquest tipus de pacients. Al llarg de
la historia, s’han utilitzat diversos models animals per a 'estudi de les possibles
injeccions intraneurals i els resultats s’han extrapolat directament a I'huma i han
servit per prendre decisions en la practica clinica. No obstant aix0, aquests estudis
son heterogenis envers la metodologia i, sobretot, en quant a 'especie animal
seleccionada i els resultats s6n freqlientment contradictoris, fet que comporta
qliestions sobre la seva validesa en ’'huma. Es per tant imprescindible el disposar
d’'una medicinal traslacional que reprodueixi de manera fidedigna la fisiopatologia

de les lesions nervioses.

La nostra hipotesi planteja que la variabilitat morfologica del nervi ciatic entre
diferents especies evidencia I'escas valor que té I'extrapolacié directa d’aquests
resultats a '’huma. A més, els diferents marcadors i métodes de tincié descrits en
els estudis d’injeccions intraneurals no han estat sotmesos a una analisi critica i,

per tant, poden aportar resultats inconsistents.
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L’objectiu fou comparar els nervis ciatics de diferents especies de mamifers,
inclosa la humana, i validar un nou biomarcador per a l'estudi de les lesions

nervioses, com és la sang heparinitzada.

Per donar resposta a aquesta hipotesi, la Tesi s’ha basat en la realitzacié de tres

estudis, tant en model huma com experimental animal.

En el primer estudi es va realitzar una anatomia comparada del nervi ciatic en sis
especies, incloent la humana, analitzant histologicament la microestructura, i
examinant els talls complerts del nervi amb alta magnificaci6 mitjancant un

microscopi d’alta resolucid.

En el segon i tercer estudi es va validar I'is del nou biomarcador tant en ’huma
com en la resta d’especies animals i es van recollir les dades referents al

comportament tissular subsegiient a la injecci6 intraneural.

Les mostres histologiques dels tres estudis es van processar de la mateixa manera i
els talls complerts foren escanejats amb imatge d’alta resolucié en macro fitxers

per a la seva analisi posterior.

Els resultats obtinguts demostren que l'arquitectura microanatomica del nervi
ciatic en les especies seleccionades difereix en les variables estudiades. Les
principals diferéncies es van observar en la relacié de la fraccié de teixit no neural,

ala qual se li atribueix una funcié protectora dels fascicles.

Els resultats obtinguts demostren que la solucié de sang heparinitzada és una
alternativa més fidedigna que la tinta xinesa. Es compatible amb la majoria de
tincions, les particules so6n homogeénies i no es produeix el seu desplagament
durant el processament de les mostres histologiques. Els eritrocits mantenen la
seva individualitat sense agregar-se en coaguls, s6n facilment identificables i
permeten una delimitaci6 exacta de la seva localitzacié i extensié. D’aquesta
manera, s'obtenen imatges nitides a augments alts que permeten analitzar amb

detall els fenomens que s’han produit dins d’aquest teixit.

En conclusid, les amplies diferencies microanatomiques podrien qliestionar els
models animals utilitzats en diferents tipus d’estudis sobre lesions nervioses amb
la pretensi6 d’extrapolar aquests resultats a 'huma i a partir d’aixd generar

recomanacions en la practica clinica. Considerem que I'eleccié correcta del model
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animal és crucial depenent de I'objectiu de cada estudi si es pretenen extrapolar
els resultats a 'huma. Aixi mateix, 1'ds de la sang diluida heparinitzada com nou
marcador aporta una major precisi6 en l'estudi de les injeccions intraneural
respecte a la tradicional tinta xinesa. Després d'una injecci6 intraneural
deliberada, els eritrocits es localitzen principalment fora dels fascicles i no entren
en contacte directe amb els axons, qliestionant el fet que la injeccié intrafascicular
estigui sempre associada de manera indiscutible a la injecci6 intraneural. Per
aquest motiu, considerem que es requereix reavaluar les teories que justifiquen

I'efecte lesiu de les injeccions intraneurals.
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Introducci6

1. INTRODUCCIO.

Les lesions del nervi periferic (LNP) representen un trastorn neurologic comu, que
afecta aproximadament a uns 20 milions de persones i comporta un cost estimat
de 150.000 milions de dolars anuals als Estats Unitsl. Té una especial rellevancia

ates que s6n més freqiients i infravalorades que les lesions medul-lars2.

Les lesions inicials més greus, malgrat el tractament quirdrgic precog, acostumen a
comportar una pobra regeneracié nerviosa i una inadequada recuperacié
funcional, per la qual cosa provoquen importants repercussions tant personals

com laborals3.

La investigaci6é experimental en el camp de la regeneraci6 nerviosa es va iniciar fa
més d'un segle, amb la preocupacié dels neurocientifics per entendre el principi
organitzatiu, funcional i regeneratiu del sistema nerviés. Malgrat que en les
ultimes decades hi ha hagut un important aveng en el camp del coneixement de les
LNP, no s’ha vist reflectit en una millora clinica de les lesions#-7. Probablement les
causes soOn multifactorials, perd cal mencionar el paper determinant de la
medicina translacional. La realitzacié d’investigacions en nervi periféric huma no
sempre s’ha pogut dur a terme i, per aquest motiu, tradicionalment s’ha recorregut
al model animal. Es important destacar, com s’ha demostrat, que proteines
implicades en el manteniment de la barrera hematoneural es comporten de
diferent manera segons I'espécie animal8. Per aquest motiu, és important tenir en
compte que les conclusions extrapolades de models experimentals animals a

humans poden ser una font de confusid i error i s’han d’extraure cautelosament.

Malgrat aixo, els inicis de I'experimentaci6 animal en el camp de l'anestesia
regional van obrir un ampli ventall d’oportunitats per a aprofundir en el complex
tema de les lesions nervioses. Paradoxalment, en ocasions aquests estudis pioners
van aconseguir resultats totalment contradictoris que també van fer trontollar les

bases del coneixement?10,

L’etiologia de la LNP és molt diversa, identificant-se factors predisposants com la

hipertensi6, I'habit tabaquic i la diabetis'112, El mecanisme d’origen també esta

27



Introduccid

relacionat amb el grau de lesid, que determinara el tractament apropiat i,

conseqiientment, el temps de recuperacid i el cost econdomic associat!3.

Totes aquestes consideracions ens porten a plantejar la realitzacié d’aquesta Tesi
per tal d’aprofundir en les bases precliniques i, a partir d’aqui, intentar aportar

coneixement i noves linies d’investigacié a aquesta patologia.
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1.1 Sistema nervios periferic.

1.1.1 Estructura dels nervis periférics.

El sistema nerviés periferic (SNP) esta format pel conjunt dels nervis que s’estenen
més enlla dels foramens intervertebrals de la columna i dels forats de la base del
crani. Aquesta és una classificacié6 morfologica i arbitraria de tipus macroscopic,
ates que des d’'un punt de vista microanatdomic, aquesta divisi6 entre el sistema

nervios central (SNC) i el SNP no presenta un limit tan clar en aquest mateix nivell.

El SNP, a diferencia del SNC, no disposa d’'una cobertura odssia i, per tant, és més
vulnerable a les lesions traumatiques. El SNP s’origina en els 12 parells de nervis

cranials i en els 31 parells de nervis espinals.

El SNP és I'’encarregat d’arribar a totes les arees corporals per proporcionar tant
innervacié motora, com sensitiva i neurovegetativa a través de projeccions
cel-lulars de gran longitud, els axons, recoberts per cel-lules de Schwann!4. Per
poder desenvolupar de manera optima les seves funcions, requereix que hi hagi
una integritat histologica i una correcta interaccié entre les projeccions, les

cel-lules de Schwann i el teixit connectiul®.

Des del punt de vista embriologic segueix existint controversia respecte a 'origen
dels components no neurals del nervi com les cel-lules perineurals, els fibroblasts
endoneurals o els pericitsl®. Aixi mateix, també es suggereix que cel-lules mare
pluripotents de la cresta neural podrien generar diferents tipus cel-lulars com les

neurones o les cel-lules de Schwann?’.

Amb respecte al tipus de neurones, el SNP conté neurones motores (o eferents),
sensitives (o aferents), i neurones de naturalesa simpatica i parasimpatica, que
conformen el sistema nerviés autonom. Els nervis estan formats per la suma
d’axons, també anomenats fibres nervioses, que s’estenen distalment des de
l'orifici extern del canal foraminal fins I'efector, o proximalment fins el mateix

orifici foraminal.

Les fibres motores s’originen en les neurones de les banyes anteriors medul-lars,
mentre que les sensitives estan formades per les dendrites i els axons de les

neurones sensitives bipolars localitzades en els ganglis de les arrels posteriors

(Figura 1).
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Figura 1. Estructura anatomica del nervi periféric.

Les fibres motores sén mieliniques del tipus Aa, i les sensitives estan constituides
per fibres tipus A, fibres A§ mieliniques i tipus C no mieliniques. Les fibres
sensitives es poden localitzar tant en els sistemes cutanis (nociceptors,
termoreceptors, i mecanoreceptors), com en els profunds (propioreceptors). Per
ultim, les fibres simpatiques sén prolongacions postganglionars de les cadenes

ganglionars simpatiques que ocupen la regi6 toracolumbar de la columna.

La major part del nervis periferics son del tipus mixt, és a dir, contenen neurones
motores i sensitives. Aixi mateix, dins d’'un mateix fascicle poden trobar-se

neurones de diferents tipus18-20,

1.1.2 Histologia del nervi periféric.

La neurona esta formada pel cos cel-lular i els processos citoplasmatics que es
divideixen en ax6 i dendrites?! (Figura 2). Una fibra nerviosa és 'extensi6 de la
neurona i esta formada per un ax6 i una beina de mielina (en cas que sigui

mielinica).
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Figura 2. Components de la fibra nerviosa.

L’ax6 té una funci6é Unica, propia de la neurona, especialitzada en conduir els
impulsos eléctrics des del cos de la neurona. La membrana plasmatica de I'ax6 es
denomina axolema i el citoplasma es denomina axoplasmaZ?2. Des del punt de vista
histologic, la suma d’axons, cel-lules de Schwann, teixit connectiu i vasos formen

un nervi perifeéric.

El nervi esta format per diverses capes de teixit connectiu: endoneuri, perineuri i
epineuri (Figura 3), que en conjunt li confereixen resisténcia i flexibilitat,
protegint-lo de les forces mecaniques durant els moviments corporalsi®. El
perineuri agrega a més a més la funcié de barrera farmacologica davant 'arribada
d’eventuals toxics. Aquestes tres capes es presenten al llarg de tot el recorregut del
nervi i s’observen variacions en el seu gruix conforme el nervi va dividint-se. Aixi
mateix, per fora, cada nervi esta embolcallat en compartiments grassos,
generalment concentrics, limitats per membranes de fibres de col-lagen similars a

I'epineuri denominades circumneuri (paraneuri).

A part d’aquestes capes de teixit connectiu, també hi ha cél-lules lliures com
mastocits, fibroblasts, macrofags, fibres lliures de col-lagen, fibres elastiques i
fibres de reticulina23-25, La capacitat d’elongaci6 i adaptaci6 del nervi al moviment
ve donada per 'elasticitat de les fibres elastiques i pel patré de distribucié de les

fibres de col-lagen entrellacades.

Mitjancant els estudis de microscopia s’ha pogut demostrar en totes les capes, les

seves caracteristiques morfologiques i funcionals.
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Figura 3. Estructura histologica del nervi periféric.

1.1.2.1 Endoneuri.

Es una fina lamina cilindrica que envolta els axons juntament amb les cél-lules de
Schwann, i que omple tot I'espai existent entre els axons dins del fascicle i per dins
del perineuri. Esta formada per dues lamines: una externa amb una agrupacié de
fibres longitudinals, i una altra interna amb una disposici6 de fibres més erratica¢.
El principal productor de col-lagen sén les propies cel-lules de Schwann i en menor
mesura els fibroblasts. L’'endoneuri, gracies a la seva permeabilitat, permet el pas

de molecules, és a dir, no té efecte barrera farmacologica.

L’endoneuri constitueix un entorn protector per als axons i les cel-lules de
Schwann i exerceix un paper important en la funcié de regeneracié dels axons
lesionats després de patir lesions parcials o no completes del nervi, actuant com

una matriu de suport i guia pels extrems seccionats dels axons*°.
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Fotografia 1. Endoneuri envoltant axons mielinitzats. Microscopia electronica de rastreig. Fletxa groga:
endoneuri, fletxa vermella: axons mielinitzats. Amb permis de I'autor27.
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Fotografia 2. Endoneuri envoltant axons mielinitzats. Microscopia electronica de transmissio. Fletxa

groga: ax6 mielinitzat, fletxa vermella: endoneuri. Amb permis de I'autor27,

1.1.2.2 Perineuri.

Esta compost per multiples capes cel-lulars concéntriques, cada una d’elles d’'una
cel-lula de gruix, que envolten a cadascun dels fascicles nerviosos. El perineuri
ajuda a mantenir la pressié intrafascicular. En cadascuna de les lamines
perineurals es troben cel-lules unides unes amb altres mitjancant unions estretes
(tight junctions), i desmosomes que contribueixen a formar una barrera
semipermeable per a la difusi6 de particules. Aquestes unions estretes s’estenen al
llarg de tota la membrana de les cel-lules perineurals reduint al minim I'espai entre
aquestes cel-lules, formant una paret cel-lular que obliga a totes les molécules que
necessiten travessar aquesta lamina perineural a fer una transici6 transcel-lular,

ates que no existeix espai intercel-lular. Els desmosomes sén unions que no

34



Introduccio

segellen 'espai intercel-lular siné que aporten una unio refor¢ada a zones puntuals

i que augmenten la resistencia mecanica del conjunt.

Les capes internes del perineuri més proximals als fascicles nerviosos contenen un

major nombre d’aquestes unions especialitzades.

Habitualment es troben de 8-16 capes perineurals concéntriques28. El nimero de
capes esta en relaci6 amb el diametre del fascicle, sent el nimero major en

fascicles més grans.

El perineuri permet un cert grau de moviment als axons, i forma part del sistema
de la barrera hematoneural. Aquesta barrera, similar a la coneguda barrera
hematoencefalica, manté un efecte barrera (encara que menys efectiva) i es

completa amb I'efecte barrera que aporten les cel-lules endotelials dels capil-lars

intrafasciculars oferint una defensa efectiva enfront agents toxics.

Fotografia 3. Perineuri amb detall de les lamines perineurals. Microscopia electronica de rastreig. Amb
permis de I'autor?7.
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Fotografia 4. Perineuri amb detall de les lamines perineurals. Microscopia electronica de transmissio.
Amb permis de 1'autor?27.

1.1.2.3  Epineuri.

Es la capa més externa i estd composta majoritariament per fibres de col-lagen
envoltant el nervi. La nomenclatura és confosa i alguns autors han denominat
epineuri a la cobertura externa del nervi juntament amb tot el teixit interfascicular.
Per aquesta rad s’esmenta que esta format principalment per greix i vasos, quan
realment la cobertura externa esta fonamentalment formada per fibres de

col-lagen.

Aquesta nomenclatura confosa al-ludeix que l'’epineuri varia al llarg del nervi
adquirint més importancia al voltant de les zones articulars, i que I’epineuri

representa entre el 30-75% de I'area de secci6 del nervi??, quan en realitat aquest
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concepte es refereix a la quantitat de teixit adipés que hi ha per fora dels fascicles

(teixit interfascicular).

Es per aquesta ra6 que altres autors fan la distincié entre epineuri interfascicular

(teixit interfascicular) i epi-epineuri (I’epineuri propiament dit)1°.
A diferencia del perineuri, I'epineuri és una capa permeable, atées que no hi ha
unions estretes entre les cel-lules sino fibres de col-lagen entrellacades.

1.1.2.4  Circumneuri (Paraneuri).

Els nervis estan delimitats externament per compartiments grassos limitats per
membranes similars a I'epineuri. Les fibres de col-lagen sén una extensié de

I'adventicia dels grans vasos i I'epimisi dels musculs veins. En el gruix d’aquestes

membranes és freqiient trobar capil-lars.

Fotografia 5. Epineuri i paraneuri. Microscopia electronica de rastreig. Fletxa vermella: epineuri, fletxa
groga: paraneuri. Amb permis de I'autor27.
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1.1.2.5 Plexe intraneural.

En fer talls histologics successius al llarg d'un nervi es visualitzen mapes de
I'interior del nervi amb fascicles que canvien la seva ubicaci6, mida i nombre.
Aquests mapes o topogrames ens permeten comprovar que els axons no mantenen
sempre la mateixa localitzacié al llarg del seu recorregut. Per contra, la seva
posici6 dintre dels fascicles es modifica; pot passar d’un fascicle a un altre ocupant

una posicié més periferica o més central dins del nervi (Figura 4).

Figura 4. Esquema del plexe intraneural.

En els seus primers estudis Sunderland ja va demostrar que en un trajecte de 46
mm de llargada podia haver fins a 23 canvis de topografia dels fascicles, i
probablement la causa esta relacionada amb el desenvolupament embriogénic. Les
variacions topografiques venen determinades per intercanvis dels axons entre
diferents fascicles. Aquesta transferéncia té lloc des de zones molt proximes a

'espai epidural mantenint-se fins les zones més distals.

També el nombre de fascicles i area fascicular van modificant-se al llarg del nervi.
En zones proximes a emergencies de branques nervioses o articulacions augmenta
el nombre de fascicles i disminueix la seva area3°-32. A aquesta observacié se li
atribueix un efecte autoprotector dels nervis a prop d’estructures articulars on la
pressio o I'estirament podrien danyar els fascicles nerviosos, i és per aquest motiu

que augmenta el teixit connectiu o no fascicular. D’aquesta manera, s’ha demostrat
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que la ratio de teixit fascicular i de teixit connectiu varia depenent de la porci6 de
nervi estudiada i, en general, podem parlar d’'una variacié molt amplia, entre el 25-

75% de I’area total del nervi33.

Darrerament els esquemes presentats per Sunderland han estat revisats i
reemplacats per imatges reals del plexe intraneural gracies a l'estudi amb
técniques no invasives com la tomografia de projecci6 optica (OPT, per les seves

sigles en angles)34.

1.1.2.6  Sinonims de terminologia.

Alguns dels termes utilitzats es presenten o han estat descrits de diferents

maneres. A continuacié es mostren les correspondencies dels mateixos:
Endoneuri: compartiment endoneural, endoneurum, beina de Henle.
Perineuri: perineurium, capes perineurals.

Epineuri: epineurium, epi-epineuro, epineuri epifascicular, beina epineural

comuna.

Paraneuri: beines paraneurals, conjuctiva nervorum, adventitia, mesoneuri, beina

circumneural, circumneurium.

1.1.3 Vascularitzacié dels nervis periférics.

Els nervis periferics estan molt vascularitzats en tota la seva longitud, i disposen
de dos sistemes de subministrament vascular: I'extrinsec que consta d’arteries,
arterioles i venes en l'epineuri, i I'intrinsec format per capil-lars localitzats entre
els fascicles i I'endoneuri3>. Aquests sistemes estan interconnectats mitjan¢ant

vasos originats a I'epineuri i que creuen el perineuri.

Existeixen dos tipus de capil-lars: fenestrats o discontinus, localitzats en la part
externa dels fascicles nerviosos, i els capil-lars no fenestrats o continus al seu

interior.

La major part dels capil-lars dels diferents teixits del cos sén del tipus fenestrat, i
els del SNC so6n del tipus continu (Figura 5). Els capil-lars continus ocupen tots els

fascicles arribant fins les capes més externes del perineuri.
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Els capil-lars estan formats per conjunts de ceél-lules endotelials envoltades de
membrana basal. Al seu torn, els capil-lars estan envoltats per 3-6 pericits, que
serien I'equivalent de la microglia del SNC, sent els responsables de la regeneracid

de la membrana basal i de 'activitat fagocitical®.

Vasos Axons
sanguinis mielinitzats

Endoneuri
Perineuri

-

Ty Sy

Capil-lars
fenestrats

Capil-lars
continus

Figura 5. Vascularitzacié del nervi periféric.
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1.1.4 Mielinitzacio: fibres mieliniques i no mieliniques.

Segons la histologia, les fibres nervioses es poden dividir en dos tipus d’axons:
axons mielinics si estan enfundats de manera individual per les cél-lules de
Schwann i axons no mielinics si no estan recoberts per multiples lamines de
mielina3®. Es podria dir que els axons dins del nervi periféric mai estan “despullats”

ja que d’'una manera o una altra estan recoberts pel producte de les cel-lules de

Schwann?237,

Fotografia 6. Axons mielinics i no mielinics dins d'un mateix fascicle. Microscopia electronica de
transmissio. Amb permis de I'autor?27.

En els axons mielinics, les beines de mielina constitueixen les membranes
plasmatiques que es pleguen i envolten I'axd. En aquest tipus d’axons, les cel-lules
de Schwann es cargolen successivament, de forma que entre dues cel-lules de
Schwann s’alternen zones de discontinuitat denominades noduls de Ranvier. La
despolaritzacid i repolaritzacié dels axons mielinics, s’origina en aquests noduls
ates que son rics en canals dependents de voltatge, produint-se una transmissio “a
salts” de nodul a nodul. La distancia existent entre dos noduls de Ranvier es

denomina espai internodal i correspon a 'amplada d’'una cel-lula de Schwann;
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aquesta distancia pot ocupar 1-1,2 mm. Des d’'un punt de vista practic, s’han de
bloquejar amb anestésic local almenys 3 noduls de Ranvier consecutius, per tal
d’aconseguir de forma efectiva un bloqueig anestesic. Existeix una relaci6 directa
entre el diametre i la longitud de 'axd i el nombre de les espires de la membrana
plasmatica que es cargolen al seu voltant, i del qual depén el gruix de la mielina38.
La beina de mielina es composa de lipids mixtes bimoleculars1?39240 alternant amb

fines capes uniques de proteina. El diametre extern mesura 2-18 pm.

D’altra banda, els axons no mielinics no disposen de beina de mielina ja que les
cel-lules de Schwann no es cargolen al voltant dels axons per produir espires,
encara que si que existeix una relaci6 amb aquestes cel-lules. De forma successiva,
les cel-lules de Schwann adopten una posici6é central envoltada de 6-14 axons de
petit diametre, i les extensions de la membrana plasmatica d’aquestes cel-lules es
cargolen de forma incompleta en aquests axons. Cada llenglieta de membrana
plasmatica produeix una sola espira de manera incompleta, que és l'extensié
minima i indispensable per a sostenir cada axd. Aquestes llengiietes també
envolten paquets de fibres de col-lagen que aporten una major resisténcia
mecanica al conjunt. D’aquesta manera es formen paquets d’axons paral-lels

subjectats per successives cel-lules de Schwann#1. El diametre extern és menor que

en les fibres mieliniques, arribant a mesurar 0,1-3 pm.

Fotografia 7. Axons no mielinitzats. Microscopia electronica de transmissié. Amb permis de 1'autor27.
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La despolaritzacié i repolaritzacié6 en aquests axons es produeix de manera
continua al llarg de tota la membrana de I'axé i no “a salts”, per la qual cosa la
velocitat de conduccié és menor. Els axons no mielinics representen el 75% dels
nervis cutanis i de les arrels dorsals espinals, el 50% de les fibres que innerven els

musculs i el 30% de les arrels ventrals espinals#243,

Aixi mateix, les fibres nervioses també poden classificar-se en funcié del seu grau

de mielinitzaci6 i velocitat de conducci6*44> (Taula 1):

Motor

+4++ 5-12 30-70 Tacte, propiocepcio
+++ 3-6 15-30 To muscular
+++ 2-5 12-30 Dolor, tacte,
temperatura freda
+ <3 3-15 Autonomica
- 0,5-2,3 0,5-2,3 Autonomica, dolor,
tacte, temperatura
calenta

Taula 1. Classificacio de les fibres nervioses.

1.1.5 Fisiologia neuronal.

La senyalitzaci6 neuronal esta regulada per gradients eléctrics a través de les

membranes dels axons i mitjan¢cant impulsos eléctrics.

El potencial de membrana o gradient electric basal es manté mitjangant bombes
d’ions i en un ax6 en repos és de I'ordre de -70 mV. El gradient electroquimic pot
modificar-se depenent de la permeabilitat de les proteines dels canals ionics, per

determinades substancies transmissores i pel voltatge existent al llarg de I'axé.

Per aconseguir una despolaritzacid, el corrent ha d’assolir un llindar per tal d’obrir
els canals, els quals s’activen pel voltatge i provoquen un canvi en el potencial de

membrana. A continuaci6 esdevé el procés de repolaritzacid, conegut com
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potencial d’accid, en el que les arees properes s’aniran despolaritzant al seu torn,
generant una ona de propagacio del potencial d’accié (Figura 6). Aquesta velocitat
de conducci6 depen de diverses variables, entre elles la capacitat i la resistencia de

'axd i el tipus de conduccié.

\ Axo
Inici ler
potencial
d’accié
- — e - = ok = o

Inici 2n
potencial
K* d’accié
= + &
Inici 3er Potencial repos
potencial E Despolaritzacio

_ d’accié _ I Repolaritzacié

Figura 6. Senyalitzaci6 neuronal.

La mielina augmenta la velocitat a la que es propaguen els impulsos electrics i
produeix una conducci6 “a salts”. La mielina optimitza el corrent eléctric
augmentant la resistencia electrica al llarg de 'axé i a costa de mantenir una
distribucié heterogenia dels canals de sodi al llarg de la fibra. Aixd s’aconsegueix
per I'alta densitat de canals de sodi facilment excitables als noduls de Ranvier, i a la
baixa densitat de les regions paranodals. Degut a que es redueixen les perdues de
sodi cap a les regions extracel-lulars es pot mantenir una correcta separacio6 de les

carregues electriques i, d’aquesta manera, permetre que el sodi es mogui més
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eficientment al llarg de I'ax6*6. Gracies al noduls de Ranvier, existeix una
restauracié constant de nivells similars als produits al comengament de 1'ax6,
mantenint la rapida propagacié de la conducci6. Sha demostrat que aquesta
velocitat pot arribar als 10-500 m/s*7.

En els axons no mielinics, la propagaci6 de I'impuls eléctric és de menor magnitud
ates que es propaga de forma continua com un moviment d’ona (Figura 7).

Propagacio
despolaritzacié

PSP dh
q}{#ﬂ: o= = . = B AL
o mielinitzat

Potencial d’accié

Figura 7. Propagaci6 del potencial d’accié.
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1.2 Lesions del nervi periferic.
1.2.1 Mecanismes de les lesions nervioses produides durant la realitzacié dels

bloquejos anestesics.

Els nervis periferics poden ser lesionats per diferents mecanismes i poden
classificar-se en 3 categories: mecanics o traumatics, vasculars o isquemics i
neurotoxics; no obstant aixd, en moltes ocasions en la practica clinica s’observen

associacions de diversos mecanismes i és poc freqiient trobar formes pures*849,

Les causes mecaniques/traumatiques estan relacionades amb les possibles lesions
ocasionades amb els bisells de les agulles en introduir la punta de I'agulla dins del
nervi de forma inadvertida. Aquest fenomen esta molts cops associat a I'aparicié de
parestesies durant el procediment. Les paresteésies s’utilitzaven de manera
intencionada per localitzar els nervis en la primera meitat del segle anterior>?, i
actualment, malgrat 1'is de tecniques de neuroestimulacié i ecografia, no s’ha
aconseguit evitar per complet 'aparicié de parestesies no intencionades, malgrat
que inicialment es va pensar que 'ecografia les podria evitar. Un ecograf permet
identificar els teixits i la punta de I'agulla si el pla del tall ecografic coincideix amb
la visualitzaci6 de tota l'extensi6 de l'agulla (imatge ecografica en el pla).
Tanmateix, un lleuger canvi de I'angle, en moltes ocasions passat per alt, fa que no
s’'identifiqui exactament l'extrem real de l'agulla. El mateix succeeix, inclis de
forma més marcada, si s’utilitza la técnica de localitzacié ecografica fora del pla. En
no poder identificar la punta de I'agulla, augmenta la possibilitat d’aparici6 de la
parestesia, i també el risc de produir una puncié inadvertida amb el bisell de

I'agulla.

La segona causa de LNP proposada és la isquemica. Circumstancia que es podria
produir en el cas d’'una injeccié intraneural amb o sense I'ds de vasoconstrictors;
tot i que l'efecte afegit dels vasoconstrictors injectats a prop dels axons podria
tenir un efecte deleteri. També podria atribuir-se a la pressi6 sostinguda sobre els
capil-lars localitzats dins dels fascicles. Aquesta eventualitat es produiria per
I'augment de la pressié intrafascicular després d'una injecci6 intraneural, afectant
els fascicles compresos dins de l'area de l'orifici de I'agulla i, per tant, no tots els

fascicles es veurien afectats. Revisant els estudis del mesurament de la pressié
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durant la injecci6 intra i extraneural s’observa un pic de pressié en el moment de la

injeccié que als pocs segons disminueix considerablement.

Considerant la pressi6 que exerceix un manegot d’Esmarch en el bloqueig
anestesic intravenos de Bier durant un periode de 1,5 hores, que és el maxim
periode tolerat pel nervi sense alteracions neurologiques futures, la pressié
generada dins del fascicle d'un nervi per una injecci6 intraneural intrafascicular
seria molt breu per considerar-la causa d’'una complicacié neurologica. La caiguda
de la pressio6 intrafascicular es deu al desplacament de la soluci6é cap a les zones

més proximals i distals dintre del propi fascicle.

La tercera causa s’atribueix a l'efecte neurotoxic dels anestesics locals, en relacio
amb diversos factors com la dosi, temps d’exposici6 o per les propietats quimiques
de cada molecula. L’efecte quimic directe de la substancia injectada pot provocar
reaccions inflamatories que afavoreixen el desenvolupament de fibrosi al voltant
del nervisl. Estudis experimentals en animals han demostrat que tots els anestésics
locals dels que disposem (lidocaina, mepivacaina, bupivacaina, prilocaina i
procaina) poden provocar neurotoxicitat en forma de canvis en el creixement de
cons i neurites i de dany tissular. La concentraci6é d’anestesic local administrada té
importancia ja que es va demostrar que a concentracions baixes es produia un
grau de regeneracié neuronal que no es produia en el cas d’altes concentracions®2.
De tota manera, la mateixa substancia administrada en diferents condicions pot
provocar diferents efectes toxics i diferents graus de lesié nerviosa®2. Per aquestes
raons, les lesions nervioses produides després de les injeccions intraneurals,
estarien més relacionades amb l'efecte toxic de la soluci6 injectada més que amb
els canvis de pressi6. Cal assenyalar que les injeccions intraneurals
extrafasciculars no es van poder associar amb lesions neurologiques i els resultats
dels estudis electrofisiologics realitzats posteriorment van ser normals. No obstant
aixo, les complicacions neurologiques s’han relacionat fins ara amb una distribucié
intrafascicular de la solucié injectada. Actualment existeixen diverses hipotesis
sobre les injeccions intraneurals, basades en diferents estudis realitzats en models
animals i on la solucié injectada es va marcar amb blau de metilé en els estudis

macroscopics i amb tinta xinesa en els microscopics. Aquests estudis suposen un
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aveng, pero no responen algunes preguntes en intentar analitzar amb major detall

la injeccié intraneural.

Un altre aspecte a tenir en compte son les lesions produides o afavorides per una
patologia vascular, on es succeeixen fenomens d’isquemia, obliteraci6 de les
artéeries del vasa nervorum o hemorragia en les beines nervioses®3. Els
mecanismes vasculars poden induir canvis en la permeabilitat dels vasos
epineurals o inclds edema i hemorragia intrafascicular. Aquests canvis poden
afavorir un entorn hipoxic nociu per al nervi i si no es restableix la circulacié de
manera precog, el fenomen isquémic promou la degeneraci6 wal-leriana.
Tanmateix, els mecanismes de reperfusié també poden suposar un dany afegit al
nervi atesa la complexitat de les seves caracteristiques (involucren enzims, lipids
de membrana, receptors especifics i altres)>4. El propi edema i hemorragia poden
ocasionar compressio i disrupcié axonal®3°5, Cal mencionar el cas especial de la

sindrome de Volkmann o contractura isquemica.

En conclusio6, les LNP postinjeccié s6n multifactorials i poden estar ocasionades pel
tipus del bisell i mida de I'agulla, I'accié mecanica o toxica de la solucié injectada, la
pressi6 exercida i el lloc de I'administracié6 (extraneural, intraneural,

interfascicular o intrafascicular)#e.

1.2.2 Classificacio general de les lesions nervioses.

Durant la Segona Guerra Mundial, Herbert Robert Seddon (1887-1964) va
classificar les lesions nervioses en el seu treball “Three Types of Nerve Injury”, que
fou revolucionari ja que va ser el primer en realitzar una classificaci6 en 3
categories de les lesions nervioses traumatiques, basant-se en els components
anatomics especifics del nervi, és a dir, en I'extensio de la lesi6 als axons i als teixits
de revestiment®® (Figura 8). Aquesta classificacié va suposar un avenc¢ important

en el tractament i pronostic d’aquestes lesions3.
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Actualment, segueix sent la més acceptada i I'enumerarem de menor a major

afectacié (Figura 8):

1.

2.

Neuroapraxia: consisteix en una desmielinitzacié local i una fragmentacio
de la beina de mielina, perd0 amb una preservacié anatomica de tots els
components del nervi inclos 'axé. No apareix el fenomen de degeneracio
wal-leriana. Es produeix tipicament en les lesions per compressié i s’afecten
les fibres de major calibre (motores i propioreceptives), amb la qual cosa es
produeix una minima alteracié sensitiva i simpatica. La recuperacié és
espontania entre 17-60 dies i no requereix intervencié quirurgicas’.
Axonotmesi: existeix una interrupcié total dels axons i les beines de
mielina pero l'estroma esta conservat, amb la qual cosa es manté la forma
anatomica del nervi. Una vegada instaurada la lesi6, s’origina una
degeneraci6 wal-leriana distal a I'area de la lesié. Es el tipic mecanisme de
lesié en les fractures per aixafament. Atés que es manté la integritat de les
cobertures col-lagenes que serviran de guia per a la regeneracié axonal, el
pronostic sol ser bo, depenent del grau de desorganitzacié i distancia a
I'orgue diana, ja que pot tenir lloc la regeneraci6 espontanias.

Neurotmesi: es defineix com la secci6 completa entre els dos segments del
nervi afectat. El dany estructural dels axons i estroma és tant considerable
que la regeneracié espontania resulta impossible a causa dels importants
fenomens de cicatritzaci6 anomala>. Tipicament es produeix en les lesions

penetrants, per forces de traccié o per substancies toxiques.

\
—E @@ — Neuroaraxa

-
—& S-S Axonotmesi

-
— " S "—— Neurotmesi

Figura 8. Classificacio de les lesions nervioses segons Seddon.

49



Introduccid

Anys més tard, Sunderland (1910-1993) va poder realitzar els seus estudis en

gairebé 400 pacients amb lesié nerviosa traumatica. Arran de les seves troballes i

malgrat I'amplia acceptacié de la classificacié inicial de Seddon, va subdividir

I'escala en 5 graus, basant-se en distincions anatomiques més precises encara en el

seu llibre Nerve Injuries and Their Repair: A Critical Appraisalé%61 (Figura 9).

Aquesta classificacié era més util des del punt de vista clinic i incloia de menor a

major gravetat:

50

Lesi6 de primer grau: correspondria a la neuroapraxia. Existeix una
interrupci6 fisiologica de la conduccié perdo no apareix una degeneracio
wal-leriana. La perdua funcional és variable pero afectant principalment les
fibres motores. Una caracteristica important és que la funcié motora es
recupera de manera simultania tant en la musculatura proximal com en la
distal, el que no succeeix mai en la degeneraci6 wal-leriana.

Lesio de segon grau: correspondria a 'axonotmesi. Existeix una interrupcio
fisiologica de la conducci6 a més d’'una degeneraci6 wal-leriana. Aixi i tot, es
preserva el tub endoneural, facilitant la regeneraci6. Clinicament es
presenta un deficit neurologic complert i la recuperacié dependra dels
somes neuronals afectats.

Lesi6 de tercer grau: correspondria a la neurotmesi. Existeix una disrupci6
dels axons, de les beines i dels tubs endoneurals, pero el perineuri resta
intacte. Existeix una desorganitzaci6 i la regeneracié pot ser aberrant, per
tant la funcionalitat final resulta variable. Clinicament també presenta un
deficit neurologic complert, pero perdura més que les lesions de segon grau.
Lesions de quart grau: correspondria a la neurotmesi. Existeix lesié de
I'endoneuri i també dels fascicles, preservant I'epineuri i part del perineuri,
de tal manera que la seccié no és completa. La degeneracié retrograda
resulta més evident i el pronostic és pitjor ja que pot haver una extensa
solucié de continuitat o un abundant teixit fibrés que impedeixi la correcta
regeneracid. Requereix intervenci6 quirdrgica.

Lesi6 de cinque grau: correspondria a la neurotmesi. Seccié6 completa del
nervi, sense opcié de regeneracié espontania, pel que la indicaci6 quirdrgica

és absoluta. Es poden presentar de manera habitual neuromes.
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Finalment, MacKinnon i Dellon van afegir al 1988 un sise grau de lesié nerviosa,
al-ludint als diferents tipus de lesions i severitats que pateix el nervi al llarg de la
seva extensio. En aquest cas, |'estratégia terapeutica i el prondstic dependran de la

valoracié de cada una de les lesions de forma individual®2.

——Epineuri
—— Perineuri

————— —— —— ———— - = == — Fndoneuri

*
“*“‘ *: "'* 4‘.‘.‘“

* *
e, whal i

Ax6

Neuroapraxia
Sunderland |
(blogueig conduccid)

Axonotmesi
Sunderland Il
(discontinuitat axonal)
#*, =Degeneracié
Axonotmesi wal-leriana
Sunderland IlI

(ruptura axonal + endoneural)

Axonotmesi
Sunderland IV

(ruptura axonal + perineural)

Neurotmesi
Sunderland V

(ruptura tronc nervids)

Figura 9. Classificacié de les lesions nervioses segons Sunderland.
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1.2.3 Fisiopatologia i mecanismes de recuperacio neuronal.

En produir-se una lesié al SNP, s’activen un seguit d’esdeveniments complexes i
ordenats per a la seva reparaci6, amb la retirada del teixit afectat i la restauracié
de la continuitat de I'ax6. Es important destacar que en la reparacié cel-lular, a
diferencia d’altres arees, els nervis periféerics no presenten mitosi, atés que el teixit
afectat, I'ax6, és una prolongacié cel-lular que es troba bastant separada del nucli.
No obstant aix0, donada la complexitat del procés de reparaci6 nerviosa, el soma
neuronal, localitzat en els ganglis nerviosos o dins del propi SNC, es veu involucrat;
sobretot les cel-lules de Schwann, els macrofags, cel-lules de resposta inflamatoria
o factors neurotrofics sén de vital importancia per afavorir la regeneracié del nervi

periferic#95863,

Tots aquests processos i la seva correlacié amb una regeneraci6 optima dependran
de la magnitud del traumatisme. Si la lesié és molt important, és probable que la

recuperacié sigui escassa o nul-1a%°.

Existeixen dues fases en el procés de reparacié d’'una lesié nerviosa amb afectacié
axonal, que s’haurien d’entendre de manera conjunta i no com dues fases
diferenciades: la fase de degeneraci6 (supervivencia neuronal) i la fase de

regeneracio.

a) Fase de degeneracié: Es la fase d’inici de la regeneraci6 i el resultat de la

recuperacié nerviosa dependra d’aquest primer procés, havent-se demostrat que
davant d’'una major resposta inflamatoria inicial, millor sera el pronosticé4. Quan

es produeix una seccio, s’originen alteracions histologiques i metaboliques®>:

o Els cossos neuronals augmenten de mida en els segilients 10-20 dies,
degut a un augment del metabolisme de les proteines, que migraran al
llarg de l'ax6é fins arribar a l'area de la lesid, on tindran un paper
important en la regeneraci6 axonal.

o Al'extrem distal de la secci6, els extrems presenten una tumefaccié i es
separen, apareixent un coagul sanguini enmig. A partir d'una setmana es
produeix la degeneraci6 wal-leriana, que suposa una desintegracié fisica

de 'ax6 i la mielina. La resta de les estructures (beina de Schwann,
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estroma i vasos) resten a I’espera de la regeneracié de I'ax6. Aixi mateix,
es succeeix un procés de granulacié proteolitica i els macrofags inicien
la fagocitacié dels fragments desintegrats que s’eliminaran entre 2-3
setmanes. En 5-8 setmanes el procés total s’ha completat, quedant les
beines buides a I’espera de la regeneracié.

o A l'extrem proximal es succeeix la degeneracié traumatica, que seria
I'equivalent de la wal-leriana pero limitada als mil-limetres al voltant de
la secci6. Afortunadament, aquesta degradacio retrograda és minima®®.

o Per tant, cal esmentar que tant en I'extrem proximal com en el distal es
produeixen processos degeneratius®’.

o Alteracions musculars i de la placa motriu. En les primeres setmanes,
minven de manera notable les fibres musculars i s’origina una atrofia
muscular que abocara a una substitucié del muscul per greix i teixit
fibros. Si no sobrevé la innervaci6 al cap dels 6-12 mesos la placa motriu

pot desapareixer totalment.

b) Fase de regeneracio: entre els 2-7 dies, quan ja s’han eliminat tots els detritus,

s’inicia el procés de regeneracié en el segment proximal, expandint-se cap al

distal®8. La taxa de regeneraci6 estimada és de 1mm/dia en els humans®8.

La desmielinitzacié es veu contrarestada per una progressiva reconstitucié de la
beina mielinica. El grau de regeneracié es correlaciona directament amb la
recuperacié funcional, pero no disposem encara de técniques no invasives per a
I'avaluacié de la remielinitzaci6 axonal, malgrat que en l'tltima decada s’han

realitzat diversos estudis en aquesta linia experimental®79,

A nivell intraneural també s’evidencien els fendmens lesius i de posterior
reparacié nerviosa: aprimament de I'epineuri, fenomens de fasciculacid,

proliferacié i diferents graus de fibrosi, depenent de la importancia de la lesi671.

Quan es produeix una seccié nerviosa total i es practica una sutura primaria,
I'establiment del pont d'unié entre els dos extrems seccionats promou que
proliferin les cél-lules de Schwann i els fibroblasts. L’axé en la part proximal emet
branques o neurofibril-les que utilitzen aquests ponts per avancar cap a l'extrem

distal gracies al neurotropisme*¢. Encara que després de practicar una sutura
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precisa el nervi es regeneri, no recupera el seu aspecte inicial, sin6 que presenta
alteracions morfologiques i funcionals. Si la separacié entre els dos extrems és
massa important perque la regeneracio sigui possible, es produeix una regeneracié
anormal en la que les cel-lules de Schawnn proliferen de manera descontrolada, i
en I'extrem distal els axons no participen del procés i no és possible recuperar la

funcionalitat®s.

En el cas extrem d'una denervacié6 d’'un organ terminal, la reinnervacié es pot
produir mitjancant dos mecanismes, o bé per la ramificacié col-lateral dels axons
intactes o bé per la propia regeneracio6 dels axons lesionats. El fet que es produeixi
un o altre mecanisme dependra de la proporcié dels axons danyats; es considera
que en lesions amb afectacié del 20-30% dels axons, el mecanisme que tindra lloc

sera el de la ramificacio col-lateral’2.

Els fenomens de plasticitat i reorganitzacié dels circuits cerebrals que segueixen a
una lesié periféerica poden ocasionar simptomes disfuncionals com dolor,

disestesia, hiperreflexia o distonia’3.74,

En el procés de regeneracié axonal, cal esmentar la formacié dels neuromes, que
son el resultat d’'una regeneraci6 anormal. Malgrat que la gran majoria sén
asimptomatics, poden arribar a produir clinica molt incapacitant de dolor
neuropatic (nervis sensitius) o la pérdua de la funcié motora (nervis motors)7>. La
proliferacié exagerada i desorganitzada dels axons juntament amb la formacié de
teixit cicatricial per part dels fibroblasts ocasiona la formacié d'un neuroma que
conté totes les capes del nervi en el seu interior i el fa diferenciable d’altres tipus

de tumors del SNP76.77,
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1.2.4 Clinica de les lesions nervioses.

Ates que la majoria dels nervis son del tipus mixt, la clinica es pot manifestar tant

en els components aferents (sensitiu), com en els eferents (motor i autonomic)®é’.

La LNP no ocasiona dnicament la pérdua d’informaci6 sensorial siné que a més
produeix canvis en els circuits neuronals a nivell de la medul-la espinal, amb
alteracions que romanen durant temps en les funcions somatosensorials de la
columna vertebral i el desenvolupament de simptomes com parestesia,

hipoestesia, hiperestesia i alodinia, englobats dins del dolor neuropatic?s.

La LNP pot manifestar-se de diferents maneres segons el tipus de lesi0:

1. Alteraci6 motora: en patir una secci6 nerviosa, es perd tota l'activitat
motora distal de la zona de la lesié. Es manifesta en forma de paresia o
paralisi dels musculs afectats, debilitat i atrofia muscular. Tanmateix, no es
fa evident en l'electromiografia fins als 8-14 dies posteriors. L’atrofia
s’inicia a les 2-4 setmanes i als 2 mesos es pot presentar en un 50-70% dels
€asos.

2. Alteracions sensitives: en seccionar-se un nervi, Unicament existeix una
area delimitada de perdua total de la sensibilitat, que correspon al territori
del nervi lesionat (zona autonoma o aillada). No obstant aix0, existeix una
area més extensa d’anestesia tactil i térmica que correspon a la distribucié
anatomica del nervi (zona intermedia). La zona autonoma es redueix en els
primers dies, inclis abans que s’hagi produit una regeneracié.

3. Alteracié simpatica: la secci6 del nervi origina una perdua completa de
I'activitat provocant una resposta de perdua de sudoraci6 i resposta
pilomatosa que ocasiona una area d’anhidrosi. Inicialment pot haver una
vasodilatacié que cedeix a les 2-3 setmanes, apareixent una cianosi i fredor

de la pell. Sacompanya d’alteracions trofiques: pell fina, brillant i fragil.
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1.2.5 Diagnostic de les lesions nervioses.

Es indispensable disposar d'un ampli coneixement de 'anatomia humana i de la
trajectoria del nervi en qiiesti6. Tanmateix, és important coneixer I'origen de les

seves branques i els musculs que innerva.

Inicialment, es requereix una anamnesi completa insistint especialment en el
mecanisme lesiu i el temps d’evolucié i procedir amb una exploracié clinica
exhaustiva (de distal a proximal), cercant els signes i simptomes motors, sensitius i

vegetatius’?.

Es fonamental el coneixement de la distribucié dels territoris innervats

exclusivament per aquest nervi i de les zones de superposicié dels nervis veins.

- La sensibilitat tactil s’explora amb I'is d’un coté, i la dolorosa amb una punxada
suau amb una agulla.

- Draltra banda, la sensibilitat epicritica o discriminatoria es valora amb el Test
de Weber-Moberg (distancia minima en mil-limetres en que el pacient percep
dues puntes romes) o amb el Test d’Estereognosia (reconeixement per tacte
d’objectes comuns sense utilitzar la vista)®0.

- El signe de Tinel-Hoffman es realitza percudint amb suavitat sobre el trajecte
del nervi lesionat. En el cas que sigui positiu, apareixen parestesies en el
trajecte del nervi, pero no en la zona percudida, que persisteixen durant uns
segons. La seva interpretacié implica que el tub endoneural esta avancant
(axons en regeneracio), perdo no és indicatiu de regeneracié completa del
nervi8o.

- Avaluaci6 clinica de la for¢a muscular: es valora mitjangant una escala de 6
items. El “0” indica paralisi total i el “5” contraccié normal comparativament

amb el costat oposat.

L’exploraci6 electromiografica (EMG), és una exploracié basica i necessaria per a
tipificar les lesions nervioses, i permet diferenciar entre lesions preganglionars i
post i localitzar la zona lesionada en el trajecte del nervi. També aporta informacié
dels processos de denervacié i reinnervacié®-83, Tal i com s’ha comentat

anteriorment, és normal just després de la lesi6. A partir de la 1a-2a setmana
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apareixen signes d’enervacié i no s’evidencien potencials d’activitat en intentar la
contraccié del muscul. Indica si existeix afectacié del muscul pero no el nivell lesiu
del nervi, motiu pel qual, s’haurien d’avaluar tots els musculs innervats pel mateix
nervi. La realitzaci6 d’EMG seriats podria detectar una reinnervacio, pero sempre

s’advoca per la seva corroboraci6 mitjangant I’exploracio fisica.

1.2.6 Tractament quirurgic del nervi periféric.

S’han realitzat grans avencos en el camp de la reparacid nerviosa, i tots els experts
coincideixen en que un coneixement ampli de la base fisiopatologica és fonamental
per aconseguir uns resultats funcionals optims84. A més, uns altres factors com sén
el mecanisme, el temps d’evoluci6, la gravetat i magnitud de la lesio, 'anatomia i
realineacié dels fascicles, les caracteristiques propies de cada pacient, I'estres
psicologic inicial i I'habilitat i técnica quirdrgica del cirurgia s6n basics per a una
millor recuperacié funcional8>-87,

Malgrat aixo, actualment la majoria de les lesions nervioses reparades
aconsegueixen una funcionalitat incompleta, evidenciant la necessitat de

perseverar en les linies d’investigaci684.
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1.3 Ecografia en el nervi periféeric.

Actualment, malgrat els grans processos tecnologics en I’entorn medic, nicament
la ressonancia magnetica nuclear i 'ecografia sén capaces d’obtenir imatges utils
del SNP amb finalitat diagnostica i contribuir a la realitzaci6 de bloquejos
anestesics o tecniques terapeutiques. Totes dues s6n técniques no ionitzants, pero
I'ecografia destaca per diferents motius: millor tolerancia per part del pacient,
portabilitat, menor despesa economica i millor qualitat d'imatge en estructures

anatomiques molt superficials8889,

També cal destacar que a part de I'is diagnostic de l'ecografia mitjancant
exploracions dinamiques®?, presenta una finalitat terapeutica ja que permet la
realitzaci6 de procediments en diferents ambits sanitaris, a diferencia de la

ressonancia magnetica nuclear.

Els teixits presenten imatges ecografiques definides depenent de si estan
indemnes o lesionats. En el cas d’'una lesi6 nerviosa, es poden observar patrons de
disrupcié o disminuci6 de 'ecogenicitat, augment de la mida nerviosa, alteracio6 de
la vasculatura, imatges anecoiques (per I'aparicié de liquid o sang en la lesid) o
neuromes. Mentre que les seccions traumatiques completes del nervi poden ser
facilment detectables per l'ecografia, el diagnostic de les seccions incompletes

podria ser menys precis8s°1,

Fa més de 3 decades que es va comencar a estudiar, tant en subjectes sans com en
pacients i cadavers, I'is de I'’ecografia en el diagnostic de les patologies del nervi
periféric®2?3. Més recentment, l'ecografia s’ha utilitzat per establir

correspondencies entre mides i caracteristiques morfologiques dels pacients?4.

Si es té en compte l'estructura del nervi periferic, es podria dividir en teixit
interfascicular i fascicles nerviosos. L’aparenca del nervi dependra de molts
factors, pero sobretot s’ha de tenir en compte la relacié de teixit neural (fascicles) i
no neural (teixit interfascicular), que varia ampliament, com s’ha comentat
préviament, sent major en les zones proximals. En termes generals, es pot dir que
les estructures axonals es mostren més fosques, hipoecogeniques, mentre que
I'epineuri sera més clar, hiperecogenic®. Per aquest motiu, si s’estudia una zona

molt proximal del nervi com les arrels nervioses (més teixit fascicular), les imatges
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seran més hipoecogeniques i en les zones més distals, on preval el teixit no neural,
els nervis periferics presentaran la tipica estructura de “bresca d’abella”
(Fotografia 8). De la mateixa manera, Suk va descriure un augment d’ecogenicitat

en les arees proximals a les ramificacions nervioses i en les zones d’encreuament

de les articulacions com el nervi media o cubital en I'avantbrag®>.

Fotografia 8. Imatges ecografiques nervioses. a: arrels nervioses cervicals, b: nervi cubital a
I'avantbrag.

Entre les aplicacions de I'’ecografia, es va poder validar un meétode quantitatiu per a
la mesura de 'area de la secci6 transversal (CSA, per les seves sigles en angles)
dels nervis periferics de '’huma, demostrant que existia una bona reproductibilitat
intra i inter-observador tant en cadavers com en voluntaris. Cal tenir en compte
que els valors establerts per a cada nervi al llarg del seu trajecte estan poc

influenciats per variables com el sexe, pes, alcada, pero si per I'edat?496-99,

De tota manera, 'ecografia segueix tenint limitacions que depenen tant de les

caracteristiques tecniques dels equips disponibles com del propi operador.
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1.3.1 Anestésia regional ecoguiada (USRA).

De tots els beneficis anteriorment esmentats, I'aplicacié més estesa de 'ecografia
del nervi periferic és la de I'anestesia regional ecoguiada®?, tal i com es reflecteix

en la majoria de publicacions cientifiques dels darrers anys.

Malgrat que no existeixen estudis rigorosos sobre la seguretat de 1'is de 'ecografia
durant l'anestesia regional, és indubtable que la visualitzaci6 en temps real
comporta molts beneficis, com l'observacié de I'estructura diana i circumdants per
tal d’evitar la puncié d’altres estructures, control del progrés de l'agulla o la
deteccié de variants anatomiques; per aquest motiu, s’ha convertit en la tecnica

gold standard “no declarada” de localitzacié nerviosa en I'anestesia regional®s.

Malgrat aixo, el seu primer Us al 1978 no fou per a la localitzaci6 nerviosa, siné per
detectar estructures confrontants mitjancant 1I'is del Doppler, i d’aquesta manera
evitar la puncié del vasos durant la técnica d’anestesia regional del plexe braquial.
Quinze anys més tard es va comunicar la primera utilitzaci6 d’'USRA per
Kapral100.101 D’enca, el seu Us s’ha anat imposant i ha permeés el ressorgiment
d’antics debats d’important rellevancia clinica com les possibles injeccions

intraneurals i el seu dany potencial inherent.

Tradicionalment, sempre s’ha evitat la realitzacié d’injeccions intraneurals per la
creenca que produien un dany nervids directe amb lesions irreversibles. Malgrat
no existir estudis sistematics que donin suport a aquest concepte, aquest ha estat
el dogma transmes dins de I'anestesiologia durant les darreres decades. De tota
manera, en revisar la historia, el Dr. Pauchet, reconegut cirurgia frances, fou dels

primers a realitzar infiltracions intraneural amb injecci6 de cocaina per a:

“abolir la sensibilitat d'un camp operatori infiltrant a distancia els nervis o els troncs
nerviosos que innerven aquella zona operatoria... és necessari el coneixement de
I'anatomia i reconeixer la innervacio sensitiva, cutania i profunda dels nervis que sén

facilment accessibles a distancia del camp operatori”.
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Aixi mateix, també defini el que succeia després de la infiltracio:
“es produeix un engrandiment fusiforme del nervi que desapareix rapidament. La
substancia injectada es difon al llarg d’ambdds costats, motiu pel qual una injeccié
intraneural pot eixir a través de les rames que deixen el nervi a prop del lloc de la

injeccié102,

Aquests fets evidenciats de visu, s’han pogut corroborar amb ’ecografia en model
animal porcil?3-105 j en humal%6107, encara que ja s’insinua que aquests canvis

morfologics no han d’anar necessariament acompanyats d’'una lesié nerviosa.

L’estructura anatomica del nervi i les seves diferents capes histologiques tenen
una especial rellevancia atés que delimiten diferents compartiments on
teoricament podria depositar-se 'anestesic local durant una anestesia regional

(Fotografia 9)88:

1. Extraneural (1): es realitza la injeccié fora de la membrana epineural. Es
una injeccié segura, habitualment presenta una abséncia de resposta de
neuroestimulacié a baixa intensitat. No hi ha resposta per valors inferiors a
0,4 mA. L'inici del bloqueig anestesic és d’'instauraci6 lenta i habitualment
requereix una reorientacié de I'agulla ja que el liquid administrat es pot
distribuir de forma no prevista.

2. Epineural: la injecci6 es localitza dins de I’epineuri i fora del perineuri, o
sigui, fora del fascicle. Dins d’aquest grup existeixen diferents subgrups:

a. Injeccié entre branques o interneural (2): entre nervis o troncs que estan
envoltats del mateix teixit epineural. Per exemple, el bloqueig en el nervi
ciatic o en el plexe braquial. Es produeix una distribucié del liquid al
voltant del grup de nervis o troncs dins del mateix grup. També se
segueix considerant wuna injecci6 segura amb resposta de
neuroestimulacié habitualment entre 0,5 i 1 mA amb baixa resistencia a
la injecci6é. Actualment es qliestiona que aquest tipus d’injecci6é es
localitzi dins de l’epineuri. Aquesta denominaci6 no és més que una
errada terminologica suportada pels que han definit 'epineuri com la
suma de I'epineuri més el teixit gras interfascicular. A més, alguns autors
ja consideren que l'epineuri del nervi ciatic no és més que el primer

nivell del circumneuri que envolta a dos nervis, que sén propiament els
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nervis tibial i peroneo comu i, per tant, aquest tipus d’injecci6 per dins
del nervi ciatic perd per fora d’aquests nervis, no féra intraneural sind

extraneural. Aquesta discussié només s’aplica al nervi ciatic.

. Injecci6 subepineural (3): es produeix per sota de la membrana

epineural en un Unic nervi. La resposta de neuroestimulaci6 esta present
en valors propers a 0,5 mA. L’anestesic injectat es distribueix al llarg del
nervi pel compartiment gras localitzat entre els fascicles, i no es limita a
una distribucié subepineural exclusivament. S’associa amb un baix risc
neurologic.

Injecci6 intraepineural o interfascicular (4): la injeccié es localitza enmig
del nervi, pero per fora dels fascicles o grups fasciculars. La punta de
I'agulla s’introdueix més profundament que en l'opcié anterior, pero
sempre dins del compartiment gras que hi ha entre els fascicles. Es
poden presentar parestésies i resposta motora a una intensitat de 0,5 i
0,3 mA. Ecograficament s’observa una inflamaci6 dels grups fasciculars i
del nervi, coneguda com swelling, i '’ecogenicitat del nervi variara. Aquest
tipus d’injecci6 es relaciona amb un risc d’alteracié funcional, encara que
aquesta possibilitat és baixa. En I'actualitat es recomana evitar-la fins que
no es disposin de més estudis. La distribucié de la soluci6 intraneural en
direcci6 proximal i distal és similar a la injeccié subepineural. En realitat,
existeix molt poca diferencia funcional entre la injeccié subepineural i la
injeccié interfascicular. Ambdues s6n injectades dins de I’epineuri i fora
del perineuri, i la solucié es distribueix entre els fascicles. L'tinica
diferencia és la profunditat d’inserci6 de l'agulla dins del nervi. La
injeccié subepineural és més superficial, immediatament per sota de
I'epineuri, mentre que en la injeccié interfascicular la punta de I'agulla es
situa més profundament i amb una major possibilitat de lesionar algun

fascicle.

. Intrafascicular (5): la injeccié es realitza dintre del propi fascicle i és

poc freqlient amb comparaci6 amb la resta d’injeccions, ates que
clinicament el dolor és molt important i la lesi6 del nervi és inevitable. Es
presenta una resisténcia alta a la injecci6 i la resposta motora es

produeix amb una minima intensitat de neuroestimulacié. La imatge
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ecografica és la mateixa que en la dels dos casos anteriors, ja que
actualment l‘ecograf no disposa d’'una resolucié suficient per a

diferenciar I'inflament dels fascicles i I'inflament del nervi en general.

Fotografia 9. Possibles localitzacions de 1'agulla en el nervi ciatic porci.
1: extraneural, 2: subepineural (plexe braquial o nervi ciatic), 3: subepineural (nervi tnic), 4: intraepineural
(entre grups de fascicles), 5: intrafascicular (dins d’un fascicle).
Resumint, disposem de diverses imatges ecografiques que ens fan pressuposar una
injeccié intraneural, i aquests criteris es poden dividir en majors o menors0¢;
- Criteris Majors:
o Visualitzacié de I'agulla dins del nervi.
o Augment del CSA (comparacio prévia i durant la injeccid).
- Criteris Menors:
o Reducci6 elastica de I'area intraneural en cedir la injeccié.
o Inflament del nervi, canvi d’ecogenicitat.
o Distribuci6 al llarg de les divisions del nervi.
Aix{ i tot, el risc de lesié nerviosa dependra de diversos factors, i el propi nervi
disposa de diferents mecanismes de proteccié com la disposici6 i conformacié del
nervi (relacié entre el teixit no neural i neural), la mida dels fascicles i grups
fasciculars, 'elasticitat i capacitat d’elongacié dels fascicles i la vascularitzacié
neural. També té una importancia especial en la lesié nerviosa associada a la USRA,
el disseny de I'agulla i el bisell, la forga de la injeccié i el tipus i la concentraci6 de

I'anestesic localss.
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1.4 Tecniques de microscopia i motius per a I’eleccio de la tecnica usada.

L'eleccié d'un microscopi optic o electronic dependra de les caracteristiques de
I'element a estudiar i també del grau de detall de les estructures que es pretenen

visualitzar per tal de poder respondre als objectius plantejats (Figura 10):

e cm=102m
Y, / mm=103m
pm =10°m

Tatia , ~ Cellula  Ceéllula ios
molécula Virus Bacteri animal vegetal nm= m

L | | | | | | 1 J
1nm 10nm 100nm 1pm 10pm 100um 1Imm 1lcm

C Microscopi electronic )

1 Microscopi optic

Figura 10. Rang de mides observables per microscopia.

Hi ha diferents tipus de microscopis, pero la seleccié del microscopi dependra dels
nostres objectius, i aquests no sempre sén aconseguir la major poténcia de
visualitzacié microscopica: tot depén de si el nostre objectiu és estudiar les
caracteristiques d'un bosc, d'un arbre, d'una fulla de I'arbre o de la ultraestructura

de la fulla.

1.4.1 Microscopia optica (MO).

El microscopi optic o microscopi de llum es basa en un conjunt de lents i elements
de manipulacié de la llum (fotons) per produir una imatge augmentada. Inclou un
focus o font de llum (que és l'encarregat de dirigir els raigs de llum cap a la
mostra), lent condensadora (concentra els rajos sobre la mostra), 1'objectiu

(conjunt de lents que reben la llum) i I'ocular (amplia la imatge) (Figura 11):

Normalment arriben als 1.000 augments i el limit ve marcat pel poder de resoluci,

que seria la capacitat de distingir dos punts adjacents com diferents i separats.
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Font de llum
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Lent objectiu
Lent ocular

Ull huma

Figura 11. Esquema dels components de la microscopia optica.

Fotografia 10. Microscopi optic.

1.4.2 Microscopia electronica.

El funcionament d'aquest tipus de microscopis es basa en utilitzar electrons en

comptes de llum visible. En termes de principis fisics, cal recordar que la longitud
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d'ona amb la qual es desplaca un electr6 és inversament proporcional a la seva
velocitat. D'aquesta manera, si accelerem els electrons a altes velocitats,
aconseguirem unes longituds d'ona molt curtes. Els electrons accelerats impacten
amb una mostra i alguns la travessen i altres sén reflectits; a partir de la deteccié

d'electrons es pot reconstruir una imatge de la mostra observada.

Existeixen dos tipus diferents de microscopia electronica:

- De transmissié (TEM: Transmission Electron Microscopy)

- Derastreig o escombratge (SEM: Scanning Electron Microscopy)

1.4.2.1 Microscopia electronica de transmissio (TEM).

Projecta els electrons a través de mostres de teixit produint una imatge en 2
dimensions sobre una pantalla fosforescent. La TEM depen dels electrons que
travessen la mostra i, per aquest motiu, requereix que el tall histologic sigui molt fi;
la brillantor de la imatge és proporcional al nombre d'electrons que es transmeten
a través de la mostra. Es el microscopi que aconsegueix major resolucié (Figura
12). Aquest microscopi permet l'estudi de les estructures internes de la céel-lula, i
depenent de l'equip, es poden obtenir imatges a grans augments i amb alta

resoluci6 aconseguint imatges per sobre de 100.000 augments.

W Filament escalfat
Lent magnetic

Mostra
Lent objectiu

Lent projector

| Pantalla
" fluorescent

Figura 12. Esquema dels components de la microscopia electronica de transmissio.
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Fotografia 11. Microscopi electronic de transmissio.

1.4.2.2  Microscopia electronica de rastreig (SEM).

Aquest instrument és capag¢ d'oferir un rang d'informacions procedent de la
superficie de la mostra i genera una imatge en 3 dimensions. El gruix o mida de la
mostra és indiferent atés que els electrons incideixen des de dalt i donen una
imatge de superficie. Es basa en l'acci6 “d’escombrar” un feix d'electrons sobre una
imatge mentre en un monitor es pot anar visualitzant depenent de la funcié que
s'hagi seleccionat. Hi ha diferents variants pero, de manera general, el detector
d'electrons secundaris és el senyal més adequat per a I'observacié de la mostra pel
fet que és el que aporta més resoluci61%8 (Figura 13). Depenent de 'equip es poden
obtenir imatges a grans augments i amb alta resolucié arribant també als 100.000

augments.
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Figura 13. Esquema dels components de la microscopia electronica de rastreig.

Fotografia 12. Microscopi electronic de rastreig.
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1.4.3 Microscopia optica de mostres amplies.

La microscopia optica, com s'ha descrit anteriorment, permet l'estudi de les
estructures que entren dins del camp visual del microscopi. Aquest camp és més
gran a baixos augments i disminueix proporcionalment si incrementem el nombre
d'augments. Per aquesta rag, si el nostre interes és treballar a alts augments, un
camp de visi6 reduit, si bé permet I'estudi d'una petita porci6 de la mostra, limita
la interpretaci6 de la mostra completa. Hi ha sistemes de captura d'imatges
motoritzats (escaner de microscopis) que capturen les successives imatges dels
camps de visi6 de la mostra sota del microscopi i, a través d’'un programa
habitualment dissenyat pel mateix fabricant del microscopi, es fa una captura
completa de tota la mostra a alts augments. Acabat I'escanejat de la mostra, és
possible visualitzar-la en un ordinador i sense necessitat de 1'ds d'un microscopi
mantenint totes les propietats microscopiques originals. Aquestes imatges poden
ser processades a través de programes de processament d'imatge i aconseguir una
imatge Unica amb capacitat d'expandir-se, incrementar el seu augment segons es
desitgi fins a aconseguir I'augment maxim que s'havia obtingut originalment en el
microscopi. Aquesta tecnica permet explorar grans mostres a maxims augments i

alta resolucié. Una cosa similar a explorar una ciutat amb un satel-lit, veient els

detalls de totes les cases simultaniament.

Fotografia 13. Microscopi optic de mostres amplies.
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1.4.4 Eleccio de la técnica microscopica.

El grup de recerca al qual pertany la doctoranda porta dues décades estudiant els
nervis i les possibles lesions nervioses que es poden produir després de realitzar
tecniques d'anestesia regional. Al principi es van iniciar els estudis amb
microscopia optica, més tard amb microscopia electronica de transmissié i
finalment amb microscopia electronica de rastreig. Ja coneguts tots els detalls
ultraestructurals dels nervis, 'objectiu actual és l'estudi d'amplies mostres per
poder comparar els patrons de les seves estructures i avaluar similituds i
diferencies i també identificar el desti de marcadors injectats dins del nervi. Per
assolir aquest objectiu i després d'explorar diferents técniques microscopiques,
hem triat com a técnica la microscopia optica d'amplies mostres. Aquesta técnica
ens ha permes assolir 800X augments en alta resoluci6, observant detalls dels
axons, lamines perineurals del perineuri, epineuri, paraneuri, fascicles principals i
fascicles d'interconnexi6, adipocits, vasos (inclosos capil-lars) i, per descomptat,

tots els detalls dels marcadors injectats dins del nervi.
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1.5 Medicina translacional.

El terme medicina translacional sorgi a principis dels anys 90, pero la seva
divulgacié no va comencar fins una decada més tard. El concepte fa al-lusi6 als
estudis que tenen com a finalitat anar “del laboratori al llit del pacient”. Es una
forma d’intentar donar continuitat a la recerca del laboratori per a la seva aplicacié

a la practica clinica.

La necessitat de creaci6 d’aquest terme és relativament recent, ates que fins la
primera meitat del segle XX, els descobriments “preclinics” del laboratori tenien
una rapida i directa aplicacié a la poblacié. En nombroses ocasions, el propi
investigador era el metge que acabava aplicant aquests progressos als pacients. Un
exemple fora el cas del Dr. Agote (1868-1954), metge argenti que va acabar
descobrint i aplicant amb exit el citrat de sodi per a evitar la coagulaci6 de la sang i
aixi permetre les primeres transfusions de sangl%°. Malgrat aix0, posteriorment,
amb el rapid desenvolupament de la biologia molecular als anys 70, i el de les
ciéncies basiques queda a carrec de professionals no medics, produint-se un

evident distanciament entre les ciencies basiques i el destinatari final: el pacient.

Als Estats Units Nord-americans (EEUU) aquesta divisié fou molt notoria, arribant
a denominar-se “la vall de la mort”, una franja on no hi havia punt de trobada entre
els diferents professionals. Les ciencies basiques van progressar, incrementant-se
aixi la literatura en les revistes de qualitat, mentre que els metges no arribaven a

poder aplicar aquests aveng¢os!10,

En els darrers anys ha hagut un esfor¢ mundial, amb més o menys exit, per a
intentar pal-liar aquesta situaci6. A Espanya, es va intentar impulsar i es van
aprovar mesures per a donar suport a la col-laboracié d’empreses, universitats,
centres de recerca i tecnologics en projectes de recerca i desenvolupament,

promovent I'is de bones practiques de recerca.
En la filosofia de la medicina translacional, el model de les 4 T és el més utilitzat:

e T1: del coneixement basic a l'aplicacié clinica potencial (coneixement

teoric).

e T2: orientacions basades en l'evidencia o proves (coneixement de

I'eficacia).
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» T3: intervencions cliniques (coneixement aplicat).
e T4: salut de la poblaci6 (coneixement de la salut ptblica).

La medicina o ciencia translacional utilitza els descobriments basics de la recerca i
els transforma per poder-los aplicar en teoria técnica, tecnologia i metodes que

concorden el laboratori i la clinica per tal de redundar en benefici de la salut.

Intenta ser una garantia per acabar implementant els exits d’eficacia demostrada
en la poblacié, pero féra ideal que hi hagués un recorregut bidireccional i una
recollida d’'informaci6 clinica de tornada. D’aquesta manera es promou una major
eficiencia en el desenvolupament de noves estrategies. Aquesta eficiéncia es fa
necessaria atés l'increment de I'expectativa de vida de la poblacid, que comporta
un augment de la prevalenca de patologies croniques, augment de la despesa de
I'atencié sanitaria i de les malalties de recent descobriment que requereixen

atencio.

Els grans progressos en innovacié cientifica han permeés un aveng¢ exponencial els
darrers anys, afavorint un rapid desenvolupament de noves tecniques, molécules i

tractaments a un cost assumible.

En el camp del desenvolupament de certes substancies com els farmacs, els estudis
realitzats en models animals ofereixen una excel-lent informacié per a poder
iniciar les proves en humans sense risc. Tanmateix, I'experimentacié amb animals
a la industria farmaceutica ha disminuit en els dltims anys degut a qiiestions
etiques i economiques. En el moment actual, i per la manca d’altres models que
puguin ser tan predictius com els animals, és inqiiestionable la valuosa informacié

que es deriva d’aquests estudis!1i,

En el cas concret de la medicina translacional en experimentacié animal, un
correcte disseny de l'estudi, aixi com una correcta selecci6 de l'especie per
aconseguir una millor correlacié6 amb 'huma, un bon refinament i la inclusi6 de
parametres de seguretat comporta una millora en la seguretat per a la seva

posterior aplicacié en 'humal?2,

Els models animals representen una valuosa eina per a desenvolupar models
modificats geneticament, linies endogenes o models d’induccié de malalties, entre

altres. Per a un correcte estudi es requereix la validacié prévia de les espécies
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animals, per tal de poder posteriorment extrapolar-la a I'ésser huma, reduint aixi

les taxes de fracas?13.

Tanmateix, els models animals també suposen el substrat ideal per l'estudi
d’estructures anatomiques i reproduir lesions, inclis lesions iatrogeniques

provocades per actes medics, com es pretén posar de manifest en aquest treball.
Cal fer esment de la célebre frase del Premi Nobel Severo Ochoa:

“La ciencia siempre vale la pena porque sus descubrimientos, tarde o temprano,

siempre se aplican”.

1.5.1 Experimentacié Animal.

L’experimentacié in vivo o experimentaci6 animal té com a objectiu explicar
fenomens biologics o fisiologics, i esta basada en 17s d’espécies animals
determinades. Es considera que és tota acci6 de caracter experimental duta a
terme en animals, sota una estricta regulacié legisladora i realitzada per personal
acreditat.

La utilitzacié dels animals en el context biomedic, ha aportat nombrosos beneficis
a la humanitat, contribuint directament a l'increment de l'esperanca de vida,
I"aveng en el coneixement de les malalties i al desenvolupament de vacunes i
farmacs. L’experimentacié animal s’utilitza en ambits molt diversos, des de
I'agroalimentacié a la investigacié genomica, biotecnologia o neurocienciall4,
Segons la legislaci6 europea, és obligat comunicar i publicar la utilitzaci6 d’animals
en experimentacid. Segons la informaci6 estadistica disponible!!5, el nombre
d’animals utilitzats a Espanya ha minvat notablement en els darrers 8 anys fins
arribar als 917.000 en l'actualitat. El grau de severitat dels procediments és
majorment lleu (51%) o moderat (34%) i s’utilitzen en gran mesura ratolins
(65%), seguit de rates i altres rosegadors. El segon grup correspondria als peixos
(11%), seguit de les aus (10%), conills (3%) i porcs (1%) (Figura 14). El1 75% dels
animals s’utilitzen per activitats d’investigaci6 i desenvolupament en medicina,
odontologia, veterinaria i estudis de biologia fonamental. A Espanya, I'objectiu
experimental més freqlient és 'estudi de malalties oncologiques (41%), mentre
que els estudis envers la problematica musculoesqueletica, dins dels que estaria el

present treball, inicament representa el 0,73%?16,
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Animals utilizats en experimentacio
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Figura 14. Animals utilitzats en experimentacio.

1.5.1.1 Aspectes historics.

L’experimentacié animal, amb els seus defensors i detractors, ha estat una practica

habitual al llarg dels diferents periodes de la historia.

Els primers documents escrits que fan referencia a l'experimentacié animal no
humana, es remunten al segle IV AC. En I’Antiga Grécia, Alcme6 i Aristotil van
realitzar els primers estudis documentats de disseccié d’animals117.118 establint les
bases per al futur desenvolupament de les diferents disciplines mediques. La
concepcid aristotelica de les “tres animes”: vegetativa, sensitiva i racional va ser el
pilar per iniciar I'experimentacié animal. L’anima racional suposa la diferencia
entre humans i animals i precisament la caréncia d’aquesta anima els converteix
en sers inferiors i justifica que siguin utilitzats com “instruments” per aconseguir
diferents fins. Erasistrat i Herofil van anar un pas enlla i, malgrat els tabus
existents, varen practicar les primeres viviseccions en criminals convictes, amb el
vistiplau de I'ambit cientific i intel-lectual de 'épocall®. Gale, metge roma del segle
I1, va ser considerat el “pare de la vivisecci6o” pel seus experiments de dissecci6 en
porcs i cabres vives!1? i no tant sols va descriure I'anatomia siné que també va

interpretar una gran quantitat de funcions, com les dels pulmons i cor.

En el sentit més estricte, la viviseccié (del llati vivus, viu i sectio-onis, tall) fa

referencia a I's d’animals vius en la cirurgia exploratoria. Malgrat aixo, amb el pas
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dels anys i arrel de 'augment de la controversia social, va passar a utilitzar-se de

manera despectiva per a referir-se a I'experimentacié animal.

Tanmateix, la practica de la vivisecci6 no sempre va tenir acceptacié entre els
erudits. La corrent empirista descartava I’estudi de la fisiologia i anatomia (tant en
animal viu com en mort), per la creenca que el dolor i la mort podien distorsionar
els organs interns. Eren critics amb els experiments previs que realment, malgrat
haver suposat una millora en el coneixement, freqlientment eren incorrectes.
Durant 'Edat Mitjana, i amb la progressiva cristianitzacié d’Europa, 'estudi de
I’anatomia va caure en desus, degut a una major preocupacio per la vida eterna que
per la terrenal, i també pel convenciment que les malalties tenien un origen

sobrenatural, relacionat tot sovint amb la superstici§120.

No fou fins el Renaixement, quan Vesal, reconegut metge i cirurgia, va fer trontollar
els coneixements anatomics vigents fins el moment. Malgrat les lleis eclesiastiques
existents, realitza disseccions il-legals de cadavers humans, comparant-los amb
altres espécies animals. D’aquesta forma va assentar els fonaments de I'anatomia

comparativa actuall20,

En el segle XVII, durant I'Era de la Il-luminacio, les viviseccions es van dur a terme
de forma habitual, justificant la seva practica sense anestésia adduint que els
animals eren “maquines” i que els experiments tan sols eren “aparentment
danyosos”. El concepte dels animals com éssers sense anima i sense capacitat de
tenir sentiments, absolia els homes de la sospita d’estar cometent un delicte21-123,
Tanmateix, seguien existint els detractors d’aquesta practica: el Dr. O’'Meara
recalcava que “la miserable tortura de la viviseccid situa el cos en un estat no
natural”, argliint que es produien alteracions fisiologiques pel propi dolor. Aixi
mateix, en considerar als animals com una raga inferior, argumentava que els

resultats no podien ser extrapolables a I'humal24,

Robert Boyle va demostrar que l'aire era indispensable per la vida a través dels
seus experiments en animals vius. Aquesta afirmaci6 va esdevenir un dogma per a
la comunitat cientifica europea durant les epidemies de pesta, que consideraven
que si l'aire era imprescindible per a la vida, era molt probable que totes les
malalties s’originessin en aquest medi. D’aquesta manera es van dissenyar les

mascares aromatiques i es van denominar certes malalties com la malaria (mal

75



Introduccid

aire), degut a la creenca que l'aire era el mitja on es creava tot!25, Al 1665, Lower
va realitzar la primera transfusié sanguinia entre gossos, obrint noves possibilitats
terapeutiques als descobriments fisiologics, encara que en intentar repetir el

mateix experiment, pero d’'un gos a un huma, el resultat fou advers.

Claude Bernard, conegut com el “princep dels vivisectors” i pare de la fisiologia, va
ser el primer en considerar que I'experimentacié animal formava part del metode

cientific i va plasmar en els seus escrits que considerava que:

“la ciencia de la vida es un salé magnific i enlluernador, al qual solament es pot

arribar travessant una llarga i horrible cuina”.

Amb el pas dels anys, el debat social entre viviseccionistes i els antiviviseccionistes
es va agreujar, sorgint la segiient qliestio: “la pregunta no és si poden raonar o
parlar, siné si poden patir’126. Arran de la conscienciacié col-lectiva, en ple segle
XIX, es va proclamar la primera Llei de Protecci6 Contra la Crueltat envers els

Animals.

Durant els segles XIX i XX, va tenir lloc una veritable revoluci6 en el camp
experimental. Pasteur va demostrar la teoria microbiana de la malaltia induint
carboncle a una ovella; Koch va descriure el bacil causant de la tuberculosi; la
insulina va ser aillada per primera vegada en gossos, i es van desenvolupar
antibiotics i vacunes per la lepra en armadillos. Pavlov, va realitzar els seus
reconeguts experiments de condicionament classic en animals vius, encara que
segons els experts, ell mateix es qiiestionava les condicions de tracte etic amb els
animals i gracies al sorgiment de la bioética, en aquella época es va afavorir una

regulaci6 d’aquestes practiques?29,

Fins a aquest moment, les lleis reguladores dels farmacs eren bastant laxes, i arran
de tragedies com la de la talidomida, es van aprovar lleis que obligaven a realitzar
proves en animals durant el periode de la gestaci6 abans de la seva

comercialitzacié per a humans.
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El camp de l'experimentaci6 biomeédica va tenir un gran impuls gracies al
desenvolupament de les tecniques in vitro per als estudis moleculars, afavorint

I'avenc de la biotecnologia, I’enginyeria genetica i la terapia genica.

En les ultimes decades, la branca de la investigacié genética ha progressat molt
rapid, i d’enca la creacié dels primers mamifers transgenics, es va dur a terme la

clonacié del primer mamifer a partir d’'una ceél-lula adulta al 1996: I'ovella Dolly??7.

1.5.1.2  Legislacio.

La investigaci6 amb animals és essencial per al progrés dels coneixements medics.
Tanmateix, a diferéncia dels primers estudis realitzats fa décades i, a causa d'una
creixent inquietud de la comunitat cientifica, actualment existeix una
reglamentacié i uns principis etics que vetllen pel correcte compliment dels

estandards de qualitat i de benestar animal.

En termes eétics, la investigacié ha d’aportar un benefici per a I'home o per als
animals, i a més a més s’han de contemplar un seguit de requisits per tal de

garantir I'ts racional dels animals i una metodologia de treball adequada??8,

Al 1954, I'Universities Federation for Animal Welfare (UFAW) va designar Russell i
Burch per iniciar estudis sistematics de teécniques experimentals des d’una
perspectiva etica. Fruit d’aquestes recerques van publicar “The Principles of
Humane Experimental Techniques”, on es recull el mundialment conegut “Principi
de les 3R’s: Refinar, Reduir i Reemplagar”'?® per a una correcta practica
experimental. Les 3R’s es refereixen a intentar, sempre que sigui possible
“Reemplacar” els animals d’experimentacié per altres métodes, intentar “Reduir”
el nombre d’animals utilitzats i perfeccionar o “Refinar” les tecniques per a

disminuir el dolor, el patiment o el malestar dels animals129.130,

Aquests conceptes han evolucionat amb els anys i actualment, a part d’evitar el
patiment animal, es propicia la millora de la seva qualitat de vida. Amb aquest
objectiu, noves linies de recerca i enfocament s’estan duent a terme per a

aconseguir realitzar una experimentacié animal més etica i alhora més eficient31-

134,
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Aixi mateix, la creaci6 dels comites d’etica d’experimentaci6 animal (CEEA), amb la
seva corresponent legislacié especifica, aporta una necessaria regulacié dels

procediments que involucren models animals.

En I'ambit legislatiu, la Unié Europea va presentar la nova directriu 2010/63/UE,
derogant la previa de I'any 1986, relativa a la proteccié dels animals utilitzats per a
finalitats cientifiques!35. A Espanya, aquesta directriu es va adaptar a la normativa
nacional, mitjancant el Real Decreto 53/2013136, Tanmateix, cada comunitat
autonoma té la potestat de legislar de forma més o menys estricta; a Catalunya, el
Decret 214/1997 és l'encarregat de regular la utilitzaci6 d’animals per a

I'experimentacié i altres finalitats cientifiques?3”.

1.5.2 Estudis de lesié nerviosa en experimentacid animal.

1.5.2.1 Generalitats.

Els estudis de lesi6 nerviosa en models in vivo son, encara avui en dia, el pilar

fonamental dels avencos en el coneixement dels mecanismes de lesi6 nerviosa.
Citant a Josep Santal6? :

“Hasta que los ordenadores no sean capaces de mimetizar la complejidad de un
organismo, serd complicado poder reemplazar por completo el uso de los

animales”.

En els ultims anys, s'esta iniciant una linia experimental amb models in vitro, que
encara no han aconseguit emular les opcions que permeten els models in vivo ates

que son insuficients per reproduir la regeneracié nerviosal3s,

Malgrat aixo, és important esmentar que tot i que actualment s'estiguin utilitzant
models animals per mimetitzar els complexos mecanismes de lesié nerviosa, hi ha
diferencies importants que poden dur a extrapolacions confuses. Per posar un
exemple, en el cas del plexe braquial, que compta amb un alt grau de
desenvolupament i una complexitat destacable a nivell funcional, el model

experimental ideal seria el primat pero s'han estat utilitzant altres models com la

1 Catedratic de biologia cel-lular i president de la Comissié ¢tica en 1’experimentacid
animal 1 humana de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB).
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rata, el conillet d'indies, el gos, el gat o el porc. Es important destacar que aquests
models presenten diferéncies anatomiques de rellevancia com la posicié
anatomica quadrupeda, I'abseéncia de cintura escapular, la fusié de la coracoides
amb l'escapula o bé la distancia entre el nervi i els organs diana que és més curta
en aquests models. Aquest ultim punt tindria especial rellevancia perque podria

reduir el temps de recuperacié neuronal en comparacié amb I'humas3e.

Tradicionalment, el model animal més utilitzat per a l'estudi de les lesions
nervioses ha estat el rosegador, especificament la rata, a causa de que va ser de les
primeres especies a estudiar-se des del punt de vista anatomic i en trobar
similituds amb els nervis humans. Tot i aix0, ja fa temps que es va comengar a
destacar el paper discriminatiu de la mida i de la quantitat de teixit connectiu del
nervi i, sobretot, 1'elevada capacitat neuroregenerativa dels rosegadors, tots dos

molt diferents de 'huma?139,

El model experimental de lesi6 nerviosa més utilitzat al llarg dels anys ha estat el
de l'aixafament (axonotmesi), pel fet que aquest suposa la causa més freqlient de
lesié nerviosa, és més facil de realitzar des d'un punt de vista quirtrgic i suscita

menys qiiestions etiques per al benestar animal#®.

L'as de models animals petits ha representat sempre la primera opcié per la seva
major disponibilitat, capacitat d'estabulacié i de manipulaci6 i cost economic. No
obstant aix0, a causa de la necessitat de trobar models més semblants pel que fa a
capacitat neuroregenerativa, 1'ds d'animals grans és indiscutiblement necessaril40,
Dins d'aquest grup, el model ovi ha anat guanyant reconeixement a causa de la
mida dels nervis i la taxa de regeneracié neuronal, molt similars als de I'huma.
Tanmateix, és curiés destacar que tot i que en la majoria d'estudis experimentals
s'usa el nervi ciaticl4l, actualment es disposa d’escassa literatura en nervi ciatic

d’ovelles i el model de lesio utilitzat en ovins és la neurotmesi i no 'axonotmesil42,

El nervi ciatic va ser ja I'utilitzat en els inicis de |'experimentaci6 animal pel fet que
és el nervi periferic més gran i de major recorregut i perque es disposa de
nombroses proves funcionals i tests de comportament per a aquest nervi143,
Recentment s'esta comencant a investigar amb altres nervis, tant de les
extremitats posteriors com anteriors en models animals. El motiu de tenir interes

en les extremitats anteriors es deu a que no limiten tant la locomocié en estudis de
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llarga durada i en que, per exemple, el nervi media presenta un Unic fascicle al llarg

de tot el seu recorregut i aix0 permet una millor analisi morfoldgica*®.

1.5.2.2  Estudis pioners en lesio nerviosa associada a anestesia regional.
En el camp de I'anestesia regional i 'estudi de les lesions iatrogéniques, els models

més ampliament utilitzats han estat les rates, conills, porcs i gossos?10104.144

Fa ja més de quatre decades, Selanderl® va realitzar els primers estudis

experimentals en nervi ciatic de conill (Figura 15):

Bisell llarg Bisell curt

Figura 15. Estudis de lesi6 nerviosa en nervi ciatic de conill.

Va estudiar l'efecte del tipus de bisell de l'agulla en la lesié nerviosa i va
determinar que el risc de lesi6 era més gran amb bisells llargs i, per aquest motiu,
va aconsellar utilitzar bisells curts per a la practica de les puncions anestésiques.
No obstant aix0, només uns anys més tard, Rice va reproduir el mateix estudi en
model animal de rata i va publicar uns resultats totalment contradictoris. Davant
aquests resultats a priori tan dispars cal tenir en compte que el model
experimental utilitzat va ser diferent i que també la mida de les agulles no va ser la
mateixa. Aixi i tot, aquests estudis tan heterogenis van servir de base per dissenyar

i comercialitzar les agulles de neuroestimulacié modernes.

En els dltims anys estan apareixent nous models de lesi6 iatrogenica associada al
bloqueig nervios, destacant I'estudi del plexe braquial o el nervi femoral en model

experimental gran103.145,

Considerant la diferéncia de mides entre els nervis ciatics procedents de diferents
especies animals, cal destacar el tipus i mida d'agulla utilitzada per avaluar les

lesions estudiades per diferents autors. En la segiient taula es mostra un resum
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dels estudis de lesi6 nerviosa depenent de la configuracié de I'agulla d’anestesia

regional utilitzada (Taula 2):

Autor Especie | Estudi Métode Configuracié | Conclusi6
(Any) Nervi agulla
Selander Conill Comparacié | Punci6 dnica | 0,4-0,7mm Bisell llarg és més
(1977) Ciatic bisell de visu Bisell llarg lesiu
d’agulla (14°) vs curt
(45°)
Rice Rata Comparacié | Punci6 dnica | 0,63-0,71mm | Bisell curt és més
(1992) Ciatic bisell de visu Bisell llarg lesiu
d’agulla (12°) vs
curt(27°)
Steinfeldt | Porc Comparacié | Punci6 tnica | 0,56-0,91mm | Agullesde
(2010) Plexe diametre de visu diametres majors
braquial | d’agulla causen més dany
nervios
Steinfeldt | Porc Comparacié | Punci6 tnica | 0,56mm No hi ha
(2010) Plexe bisell de visu Bisell “punta | diferencies en
braquial | d’agulla de llapis” vs quant a incidéncia
30° de lesi6 nerviosa
Steinfeldt | Porc Comparacié | Punci6 tnica | 0,91-1,02Zmm | No hi ha
(2010) Plexe bisell de visu diferéncies en
braquial | d’agulla quant a incidéncia
de lesi6 nerviosa

Taula 2. Resum dels estudis experimentals en models animals depenent de la configuracié de 1'agulla
de puncié.

1.5.2.3  Estudis sobre la validesa de la monitoritzacio de la pressio d’'injeccio

per evitar puncions intraneurals.
Ja fa decades que es va reportar el primer estudi de paralisi del nervi ciatic després
d'una injeccié de quinina i, a partir de llavors, s'han succeit multitud d'estudis en
aquesta mateixa linia amb diversos agents implicats146. Els primers estudis
realitzats en rata injectant antibiotics dins el nervi ciatic ja van demostrar

degeneracio6 axonal i mielinica i fibrosi del teixit connectiu nervigs147.

Es un fet ampliament conegut que el lloc d’injeccié és un factor determinant per
I'aparici6 d’'una lesié nerviosal4® i els metodes tradicionalment utilitzats per
assegurar una injeccié nerviosa extraneural tals com la neuroestimulacié, s’han

comencat a qliestionar recentment48,
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S'ha evidenciat que fins i tot amb la punta de 1'agulla en posici6 intraneural i sota
els parametres clinics de neuroestimulaci6, habitualment usats, de vegades no és
possible aconseguir una resposta motora per diversos motius encara no ben
explicats: hiperpolaritzaci6 previa del nervi que l'incapaciti per respondre encara
que estigui en contacte amb l'agulla, fluxos de corrent no lineals des de I'electrode
de I'agulla al nervi per interferéncia dels teixits circumdants o bé per la disposicié
de les fibres motores i sensitives dins del nervil4%150, Per aquest motiu, la
monitoritzacié de la pressié d’injeccié es presenta com un dels factors claus per
evitar la lesié nerviosa degut a que detecta en un altissim percentatge els contactes
nervi-agulla i aixi es pot prevenir la injeccié intraneurall5!, Aixi mateix, aquesta
monitoritzacié6 permet discernir entre una posicié6 de punta d'agulla intraneural
pero extrafascicular d'una injeccié intraneural propiament intrafascicular, que

seria la responsable de la lesié nerviosal>2,

En els ultims 15 anys multitud d'estudis s'han focalitzat en el possible dany
neuronal d'injectar substancies a alta pressid. Cal destacar els estudis inicials en el
nervi ciatic de gos que van propiciar que la casa comercial Braun dissenyés el
dispositiu per monitoritzar la pressié d'injeccié en bloquejos nerviosos44153, En la
seglient taula es pot observar un resum dels principals estudis en model

experimental animal sobre les injeccions intra o extraneurals (Taula 3):
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Autor Espécie Estudi Metode Configuracié | Conclusio
(Any) Nervi agulles
Hadzic Gos Injeccions Ecografia + 0,45mm Posicié intraneural +
(2004) Ciatic intraneurals | monitoritzacié alta pressio6 d’injeccié
pressio injeccid causa lesid nerviosa
Iohom Rata Injeccions Analisi de la marxa | 0,25mm Ropivacaina
(2005) Ciatic intraneurals intraneural a
concentracions de
practica clinica
habitual no ocasiona
lesi6 motora
Vuckovic | Rata Injeccions Monitoritzacié 0,36mm Altes pressions
(2006) Media intraneurals | pressio injecci6 indiquen posici6
intraneural
Chan Porc Injeccions Ecografia + 0,64mm - Ecografia
(2007) Plexe intraneurals | neuroestimulacié diagnostica injeccions
braquial intraneurals
- Estimuls baixos no
sempre indiquen
posicio intraneural
Kapur Gos Injeccions Monitoritzacié 0,45mm - Lesions intraneurals
(2007) Ciatic intraneurals | pressio injecci6 Bisell curt no sempre son lesives
(309 - Pressions d’injeccié
altes suggereixen
posicio intrafascicular
Tsui Porc Injeccions Impedancia 0,56mm Impedancia electrica
(2008) Ciatic intraneurals | electrica permet discernir
entre intra i
extraneural
Lupu Porc Injeccions Ecografia + 0,64mm La injecci6 intraneural
(2010) Media intraneurals | avaluaci6 ocasiona dany
funcional histologic pero no
necessariament
funcional
Hasanbeg | Rata Injeccions Puncid6 tnica de 0,36mm Lesié intrafascicular
ovic Ciatic intraneurals | visu és la responsable del
(2013) dany
Kirchmair | Porc Efecte Ecografia + 0,8mm - Trauma causat per
(2016) Ciatic traumatic Monitoritzacié Bisell curt agulla ocasiona
agulla potencials accié (45°) alteraci6 potencials
acci6
- Si s’afegeix una
injecci6 intraneural,
empitjora la lesié
nerviosa
Vassiliou Porc Incidéncia Neuroestimulacio 0,64mm Intensitats electriques
(2016) Plexe contacte altes redueixen
braquial nervi-agulla incidéncia de contacte

nervi-agulla

Taula 3. Resum dels estudis d'experimentacié en models animals depenent de la localitzaci6 de 1'agulla
illoc d'injeccid.
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Actualment la triple monitoritzaci6 recomanada en la practica clinica seria:
resposta motora dins d’'uns parametres definits de neuroestimulacid, avaluacié
ecografica dinamica del nervi i de la punta de I'agulla (aconseguir imatge de
“donut” de la soluci6 injectada i evitar 'aparicié del swelling o engruiximent del
nervi) i, per dltim, la monitoritzaci6 simultania de la pressié d’injeccié per sota

d’uns valors previament definits.

Donada la importancia del tema de la lesié nerviosa associada a l'anestesia
regional, es requereix augmentar els estudis de medicina translacional per poder

realitzar una correcta valoraci6 i prevencio6 de les mateixes.
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Justificacio
2. JUSTIFICACIO.

L'increment en 1'is de l'anestesia regional ha augmentat l'interés en el camp de
I'estudi de 1'anatomia, la microanatomia i de les possibles injeccions intraneurals
no intencionades que poden donar origen a lesions nervioses. Aixi mateix, la
necessitat de perfeccionament de les técniques de reparacié nerviosa per a una
millor recuperacié funcional també exigeix un major coneixement en aquest tipus
de patologia. Per aquest motiu, es requereix identificar la validesa de diferents
models animals per a aquests estudis comparant la seva morfologia, i impulsar el
reconeixement dels diferents esdeveniments que puguin océrrer en una injeccié
intraneural accidental que permetin una directa extrapolacié a I'huma i I'aveng en

aquest camp.

Al llarg de la historia, s’han utilitzat diversos models animals per a I'estudi de les
possibles injeccions intraneurals i, eventualment, de les lesions nervioses
iatrogeniques durant la realitzacié de bloquejos nerviosos. No obstant aixo, en
comparar aquests estudis s'evidencia que s6n heterogenis pel que fa a
metodologia®10 i, sobretot, pel que fa a l'especie animal seleccionada, destacant
que els resultats sén sovint contradictoris. El fet que aquests estudis hagin estat
utilitzats en la medicina translacional i, per tant, han generat les conclusions en
I'ésser huma, comporta que sorgeixin alguns dubtes o qiiestions sobre la seva

validesa.

De la mateixa manera, s'han descrit diferents marcadors i meétodes de tincié per
poder realitzar els estudis de les injeccions intraneurals i lesions nervioses, pero
no hi ha hagut una analisi critica de la metodologia usada durant tot el procés de
preparacio6 de les mostres en relacié a possibles alteracions i artefactes que puguin

ocoérrer, donant origen a unes conclusions inconsistents.
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Hipotesis i Objectius
3. HIPOTESIS I OBJECTIUS.

3.1 Hipotesis.

Actualment 1'is de models animals és fonamental per a I'estudi de les injeccions
intraneurals i les possibles lesions nervioses, pero es desconeix el criteri usat fins
ara per triar un o altre model en els diferents estudis publicats. A la nostra hipotesi
destaquem que la possible variabilitat morfologica del nervi ciatic entre diferents
especies animals i 'huma, evidencia I'escas valor que té I'extrapolacié de resultats i
conclusions obtingudes a partir de models animals que no hagin estat validats

préviament amb 1'huma.

L'as de nous marcadors com ara els eritrocits heparinitzats poden aportar noves
dades sobre la génesi de possibles complicacions relacionades amb la injeccié
intraneural de solucions anestesiques, respecte a resultats obtinguts amb 1'Us previ

de la tinta xinesa.
3.2 Objectius principals.

1) Comparar l'estructura microanatomica del nervi ciatic en diferents especies
animals i en ’huma, per avaluar i validar quin és més compatible amb el ser
huma.

2) Validar I'ts de sang heparinitzada com a marcador d’estudis d’injeccions

nervioses.
3.3 Objectius secundaris.

1) Confrontar les diferents especies animals utilitzades classicament en
medicina translacional per a I'estudi de la lesi6 nerviosa.

2) Determinar les caracteristiques morfologiques ecografiques del nervi ciatic
en diferents espécies animals i en ’huma.

3) Determinar el comportament de la sang heparinitzada i la seva distribucié

dins dels components que formen el teixit del nervi periferic.
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4. MATERIAL I METODES.

Aquesta Tesi planteja, en format de compilacié d’articles, revisar la validesa dels
models animals utilitzats fins l'actualitat per a l'estudi de les injeccions
intraneurals (Estudi 1), aportar una alternativa al marcador estandard actual, la
tinta xinesa, que ens permeti estudiar millor els fenomens relacionats amb la
difusié i extensié de la substancia injectada (spreading) (Estudi 2) i, per ultim, de
manera extra, I'aplicacié6 en model animal i huma del nou marcador per estudiar

els possibles fenomens dins del nervi que ocorren durant una injeccié intraneural

(Estudi 3).
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4.1 Estudi 1.

En aquest primer estudi es va pretendre revisar quines de les especies animals
utilitzades de forma habitual en experimentacié preclinica eren més compatibles
amb I'huma. Per tal de poder-ho portar a terme, es va plantejar un estudi
comparatiu de la microanatomia del nervi ciatic de diferents especies animals,

inclos I'huma, fent un estudi histologic i ecografic de mostres.

Previ a l'inici de l'estudi es van obtenir les aprovacions del CEEA de I'Institut de
Recerca Vall d’Hebron (protocol 66/15) i del Comité Etic d’Investigacié Clinica
(CEIC) de Grupo Hospitales Madrid (codi 147-GHM).

Es van analitzar mostres procedents de nervi ciatic de diferents espécies agrupats
en 6 categories: 4 mostres de rata Wistar, 4 mostres de conill New Zealand, 4
mostres de porc hibrid, 4 mostres d’ovella Ripollesa, 2 mostres de Beagle i 4

mostres de cadaver huma.

. n

Els animals es van manipular d’acord als “Principis etics de les 3R’s” acceptats
internacionalment (reemplacament, reducci6 i refinament). En tots els casos es
van utilitzar animals provinents d’altres estudis que no presentessin interferéncia
amb el nostre estudi. Abans de la manipulaci6 quirtrgica, els subjectes no humans
van ser eutanasiats per una sobredosi de pentobarbital sodic i es va confirmar la
mort per parada cardiaca. Les disseccions del nervi ciatic es van realitzar de forma

bilateral en 4 subjectes de cada especie (excepte només en 2 gossos per

disponibilitat limitada).

L’estudi es va iniciar col-locant els animals en dectbit lateral, sota sedaci6, amb

I'extremitat a examinar en la part superior.
- Estudi anatomic guiat per ecografia

Es va procedir a realitzar un estudi ecografic del nervi ciatic de les espeécies
animals per poder realitzar una correlacié entre la mida histologica i ecografica, i

també per poder identificar el nervi al llarg del seu recorregut.
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L’estudi ecografic es va portar a terme amb els segiients dispositius i materials:

v Equip portatil d’ultrasons Mindray M7 (Schenzhen Mindray BioMedical
Electronics Co., LTD. Nanshan, Shenzhen, Xina)

v' Transductor Convex C5-2s, 2,5-5 MHz (Schenzhen Mindray BioMedical
Electronics Co., LTD. Nanshan, Shenzhen, Xina)

v' Transductor Lineal L14-6Ns, 8-12 MHz (Schenzhen Mindray BioMedical
Electronics Co., LTD. Nanshan, Shenzhen, Xina)

v Agulla d’estimulacié nerviosa ecogenica, 22G x 50 mm, (Echoplex®, Vygon,
Ecouen, Franga)

v" Neuroestimulador, Stimuplex® HNS 12 (B. Braun, Melsungen, Alemania)
v' Transonic Gel 250ml (TELIC, S.A., Barcelona, Espanya)

Fotografia 14. Preparacié i material per a I'estudi ecografic: neuroestimulador i ecograf.

Es va realitzar un examen dinamic al llarg de I'extremitat comencant a la zona de la
tuberositat isquiatica i el trocanter major del femur amb un transductor de baixa
freqiiencia o convex en les especies grans (porc i ovella) i d’alta freqiiéncia o lineal
en les petites (rata, conill i gos). Un cop identificada la imatge hiperecogénica
compatible amb el nervi ciatic, per corroborar que la identificacié era correcta, es
va utilitzar la neuroestimulaci6. L’aparell de neuroestimulaci6 es va aplicar
mitjancant un electrode de pinga de cocodril a la pell/pelatge o 1obul de I'orella de

I'animal i es va connectar a una agulla de neuroestimulaci6. Es va purgar el sistema
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amb serum glucosat al 5% i es va anar avangant l'agulla cap a l'objectiu sota
control ecografic estricte; quan es va considerar per imatge ecografica que la punta
de l'agulla estava propera al nervi, es va connectar el neuroestimulador a una
intensitat de 0,3-0,5mA i es va resituar I’agulla segons necessitat fins aconseguir un
estimul de flexo-extensié de l'extremitat posterior de I'animal, pertanyent a la

resposta motora del nervi ciatic.

Un cop identificat el nervi, es va buscar ecograficament la zona de bifurcacié del
nervi en les dues branques distals (nervi tibial i nervi peroneo comui) i es va

adquirir una imatge ecografica.
- Disseccid anatomica i escissio del nervi ciatic.

Es va procedir a eutanasiar els animals tal i com s’ha descrit préviament i tant en
els animals com en els cadavers humans es va realitzar una dissecci6 de
I'extremitat fins arribar al pla muscular on s’observava el nervi en tot el seu
recorregut. Els nervis es van disseccionar del compartiment posterior de

I'extremitat posterior/cama en la divisié en les 2 branques terminals.

Fotografia 15. Material quirurgic utilitzat per a realitzar la disseccié anatomica.

- Preparacio de les mostres i microscopia optica.

Després de l'escissio, les mostres es van fixar en formaldehid tamponat al 10%
durant 15 dies i seguidament es van processar amb cera de parafina i es van
realitzar 10 seccions successives a intervals de 20 um (3 pm de gruix) utilitzant un

microtom. Es va procedir a tenyir-les amb hematoxilina-eosina en condicions
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estandard i es van examinar amb un microscopi optic amb augment inicial de 800X
(microscopi Leica DM5500 B; Leica SCN Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar,
Alemanya). Les imatges es van capturar amb una camera (Leica DFC425; Leica SCN
Microsystems Wetzlar GmbH), i les imatges de les seccions transversals completes
es van guardar amb un escaner (Leica SCN400 Slide Scanner; Meyer Instruments,
Inc, Houston, Texas). Es va obtenir una imatge de cada mostra de nervi per a
I'analisi.

- Analisi d’'imatges histologiques.

Es va utilitzar un programa de processament d’imatges (Image]J; National Institutes
of Health, Bethesda, Maryland) per quantificar diferents parametres: nimero, area,
circumferencia i radi dels grups de fascicles i dels propis fascicles individuals. Les
arees de la secci6 transversal del nervi i del fascicle es van expressar amb
mil-limetres al quadrat i les circumferencies i radis en mil-limetres. Tenint en
compte que els fascicles son figures geometriques irregulars que s’assemblen més

a una el-lipse, les arees de superficie es van calcular a partir de la seglient formula:

Area = mab

“«_n

on “a” és el radi de I'eix més llarg de I'elipse i “b” el de I’eix més curt.

Per indicar la fracci6 de teixit no neural (en la seva majoria teixit adipos), es va
calcular la relaci6 de I'area de la secci6 transversal del fascicle (FA) amb I'area de la
seccio transversal del nervi total (TNA), dividint la suma de les FA per cada

especimen entre la suma de les TNA.

Les imatges es van processar amb magnituds iguals i tots els calculs van ser

realitzats per la doctoranda per minimitzar el biaix de rendiment.
- Métodes estadistics

Les dades s’expressen com medianes (rang interquartilic). La relaci6 FA:TNA
representava la quantitat de cel-lules adiposes i, en menor mesura, el teixit

connectiu en els nervis ciatics de cada espeécie.

Les comparacions de grup es van realitzar utilitzant la prova de Kruskal-Wallis.
Degut a la limitacié per les mides mostrals petites, les comparacions post hoc entre

parells es van avaluar amb la prova U de Mann-Whitney. El llindar de significacié
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corregit de Bonferroni (per 15 proves de parells) es va establir en p < 0,0033. Les
diferencies de la mediana per parells es van calcular utilitzant I'estimador de
Hodges-Lehmann amb intervals de confianca del 99,7%. Totes les analisis es van

realitzar en JMP Pro 13 (SAS Institute, Inc, Cary, Carolina del Norte).
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4.2 Estudi 2.

En la segona fase de la Tesi, es pretenia validar I'ds d’'un nou biomarcador per
I'estudi de les lesions nervioses en mostres de cadaver huma, com alternativa a la

tinta xinesa.

L’estudi es va realitzar amb l'aprovaci6 del CEIC de Grupo Hospitales Madrid amb
numero de registre 16.03.0922 (obtencié de sang de pacients) i 09.05.047 (injeccié

en cadavers humans).
- Obtencio de les mostres de sang

Es van recollir mostres de sang provinents de quirofan de pacients que
voluntariament van donar el seu consentiment informat. Els pacients estaven
lliures de malalties infeccioses o hematoldgiques, tenien un hematocrit entre el 32-

40% i estaven programats per a tractament electiu de la fibril-lacié auricular.

La recollida de mostres es va realitzar durant I'ablacié de la via electrica auricular
quan es va aconseguir una anticoagulacié apropiada pel procediment mitjangant
I'administracié continua d’heparina endovenosa. El volum utilitzat en la
investigacié resultava del volum sobrant de sang extreta en successives preses pel
control del nivell d’anticoagulaci6é durant els procediments que tenien una duracié
mitja de 5-6 hores. Es va obtenir un total de 50 ml de sang de cada pacient, resultat
d’aquestes multiples extraccions i es va emmagatzemar durant 1-2 dies a 5°C
després d’addicionar 25.000 UI d’heparina, augmentant aixi el volum de la mostra
a 75 ml. Per poder finalitzar el marcador, es va afegir serum fisiologic al 0,9% fins
aconseguir un hematocrit del 15%. Les mostres de sang de diferents pacients no

van ser mai mesclades.

A la barreja resultant de la sang, heparina i soluci6 salina la vam anomenar “HBS” i
les solucions recol-lectades dels pacients es van utilitzar per als 32 bloquejos
nerviosos simulats. Es van utilitzar aproximadament uns 5-10ml per cada
bloqueig, pel que cada mostra es va reutilitzar per a diferents bloquejos i es va

rebutjar el sobrant.
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- Injeccions nervioses en mostres humanes

En el Departament d’Anatomia es van simular 4 tipus diferents de bloquejos
nerviosos (plexe infraclavicular, axil-lar, media a nivell del colze i nervi ciatic) en 4

cadavers; per tant, es van realitzar un total de 32 bloquejos.
El material utilitzat va ser:

v" Equip portatil d’ultrasons Mindray M7 (Schenzhen Mindray BioMedical
Electronics Co., LTD. Nanshan, Shenzhen, Xina)

v" Transductor Cénvex C5-2s, 2,5-5 MHz (Schenzhen Mindray BioMedical
Electronics Co., LTD. Nanshan, Shenzhen, Xina)

v" Transductor Lineal L14-6Ns, 8-12 MHz (Schenzhen Mindray BioMedical
Electronics Co., LTD. Nanshan, Shenzhen, Xina)

v' Agulla d’estimulacié nerviosa Stimuplex D, 22G i 15° de bisell (B.Braun,

Melsungen, Hesen, Alemanya).
v Neuroestimulador, Stimuplex® HNS 12 (B. Braun, Melsungen, Alemanya)
v Transonic Gel 250ml (TELIC, S.A., Barcelona, Espanya)

v" Material basic de disseccid.

Els quatre cadavers es van obtenir del Programa de Donacié de Cossos del
Departament d’Anatomia Humana de I’Escola de Medicina de la Universitat CEU
San Pablo. Es van mantenir refrigerats a una temperatura de 4° C fins descartar
qualsevol malaltia infecciosa i en el marge de 36 hores es va procedir a congelar-
los a -20° C y mantenir-los entre 5-7 dies. Seguidament es va procedir a
descongelar-los en dues fases, inicialment deixant-los a 4° C durant 48 hores i
després per sota de 22° C durant 6-8 hores. En cap moment del procés no es van

utilitzar cap tipus d’agents conservants o fixadors.

El procediment es va realitzar de forma ecoguiada, com en la practica clinica
habitual dels bloquejos nerviosos. Es va localitzar el nervi diana i posteriorment es
va procedir a injectar el HBS de manera fraccionada. Es va comprovar la posicié
idonia de l'agulla mitjancant el signe del “donut”, anomenat aixi per la
hidrodisseccié que provoca la substancia administrada. Aquesta imatge s’associa a
una injeccié per fora del nervi, envoltant-lo, i és el resultat de separar adipocits
dins dels compartiments grassos que es limiten entre I'epimisi i el circumneuri

(anteriorment mencionat paraneuri), que envolta els nervis. Aquest és considerat

102



Material i Metodes

I'espai optim per realitzar el dipodsit de I'anestesic local en els casos de bloquejos
per injeccié tnica.
La injecci6 intraneural es va evitar en la mesura del que permetien les limitacions

de resoluci6é dels equips d’'ultrasons estandards utilitzats en la practica medica

habitual.

Paral-lelament també es van realitzar injeccions nervioses amb tinta xinesa seguint
la mateixa metodologia emprada pel HBS per reproduir condicions d’investigacié
realitzades previament per molts altres grups investigadors. Aixd va permetre fer
una comparacié més fidedigna entre ambdés marcadors per poder posar de
manifest els avantatges i desavantatges i destacar aspectes de nova visualitzacié

amb el nou marcador.
- Processament de les mostres i analisis de les imatges histologiques.

Seguidament es va procedir a disseccionar els blocs injectats de cadaver huma amb
arees que continguessin els nervis, teixits circumdants i vasos sanguinis i es va

realitzar una fixacié amb formaldehid al 10% durant 7 dies.

Els blocs es van tallar perpendicularment a I'eix llarg dels nervis en talls de teixit
de 5 a 6 mm de gruix i es van tornar a submergir en formaldehid tamponat al 10%

durant 10 dies més.

Les seccions histologiques es van preparar per al seu estudi per microscopia optica
processant-les amb cera de parafina i seccionant-les en rodanxes de 3 um amb un
microtom. Seguidament es va procedir a fer la tincié6 amb hematoxilina i eosina en
condicions estandard i es van examinar amb un microscopi d’escombratge o
rastreig (Leica SCN400 Slide Scanner, Meyer Instruments, Inc., Houston, TX, EE.
uu.).

El moviment transmembrana d’'HBS als diversos compartiments de teixit i la
formacié de possibles coaguls per agregaci6 d’eritrocits van ser analitzats revisant

la possibilitat d’extravasacié dels compartiments.
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4.3 Estudi 3.

En l'ultima fase de la Tesi, amb l'objectiu d’aprofundir en el coneixement dels
fenomens ocorreguts durant una injeccié intraneural, vam investigar |'efectivitat
del nou marcador (sang heparinitzada) injectat de forma deliberada a nivell

intraneural en cadaver huma i animal.

L’estudi en mostres humanes procedents de cadaver fresc i I'is de mostres de sang
procedent de pacients es va realitzar amb I'aprovacié del CEIC de Grupo Hospitales
Madrid 16.03.0922 (obtenci6 de sang de pacients) i 09.05.047 (injecci6 en

cadavers humans).

L’estudi amb les mostres animals es va realitzar sota aprovaci6 del CEEA del VHIR
amb nudmero de registre 11/18 i les mostres de sang humana amb l'aprovacié del

CEIC de I'Hospital Universitari Vall d'Hebron 53/2018.
- Obtencio de les mostres de sang de I'’estudi amb cadaver animal

Amb l'autoritzacié previa mitjancant consentiment informat per part dels
voluntaris, es van recollir mostres de sang provinents dels aspiradors del camp
quirurgic de cirurgies de columna programades a I'Hospital de Traumatologia de la
Vall d'Hebron. Igual que en I'estudi previ, els pacients no presentaven cap malaltia

infecciosa o hematologica i 'hematocrit variava entre el 32-40%.

Es van obtenir 25 ml de sang de cada pacient de la sang acumulada en l'aspirador,
es van afegir 25.000 UI d'heparina i també es va diluir amb serum fisiologic al 0,9%
fins a aconseguir un hematocrit del 15%, per aconseguir el mateix tipus d’"HBS que

en l'estudi anterior.
- Injeccions intraneurals en cadaver animal

Seguidament es va procedir a realitzar injeccions intraneurals deliberades de visu
en models animals a les instal-lacions del VHIR. Es van reaprofitar individus
recentment eutanasiats d'experiments previs que, previa valoracié cientifica, no
tinguessin cap tipus d'afectaci6 en l'aparell muscul-nerviés per evitar
interferéncies en el nostre estudi. Es van utilitzar 2 mostres de cadascuna de les
segiients espécies: rata Wistar, conill New Zealand, porc hibrid, ovella Ripollesa i

gos Beagle.
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El material utilitzat va ser:

v" Material basic de disseccio.

v" Agulla d’estimulaci6 nerviosa ecogenica, 22G x 50 mm, (Echoplex®, Vygon,
Ecouen, Franga).

Després d'una acurada disseccié amb exposicié del nervi ciatic i la divisié en les
seves dues branques, les injeccions es van fer totes sota visié directa a I'area de
bifurcacié, sense Us d'ecografia, per assegurar la injeccié intraneural. El volum a
injectar va dependre de l'especie triada. Posteriorment es va incloure en l'estudi de
forma extra, dues injeccions intraneurals de tinta xinesa en el model animal de
porc i ovella, per poder comparar l'efectivitat de tots dos marcadors en les

troballes.

- Obtencio de les mostres de sang de I’estudi amb cadaver huma
Les mostres es van obtenir de la mateixa manera que en I'estudi 2.

- Injeccions intraneurals en cadaver huma

En el Departament d'Anatomia es van simular bloquejos nerviosos de 8 nervis
ciatics, en la regié poplitia, en quatre cadavers frescos utilitzant HBS en lloc
d'anestesic local o els marcadors tradicionals. Es van intentar realitzar de forma
intencionada injeccions intraneurals, confirmades segons els signes ecografics que
en la practica clinica s'usen per evitar la injecci6 intraneural, tal com Il'efecte
swelling. En un cinque cadaver es van realitzar dues injeccions intraneurals del
nervi ciatic a la regi6é poplitia usant tinta xinesa per avaluar possibles diferéncies

respecte a 1'ds d'eritrocits heparinitzats.
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El material utilitzat va ser:

v" Equip portatil d'ultrasons Mindray M7 (Schenzhen Mindray BioMedical
Electronics Co., LTD. Nanshan, Shenzhen, Xina)

v" Transductor Cénvex C5-2s, 2,5-5 MHz (Schenzhen Mindray BioMedical
Electronics Co., LTD. Nanshan, Shenzhen, Xina)

v" Transductor Lineal L14-6Ns, 8-12 MHz (Schenzhen Mindray BioMedical
Electronics Co., LTD. Nanshan, Shenzhen, Xina)

v' Agulla d’estimulacié nerviosa Stimuplex D, 22G i 15° de bisel (B.Braun,

Melsungen, Hesen, Alemanya.
v" Neuroestimulador, Stimuplex® HNS 12 (B. Braun, Melsungen, Alemanya)
v" Transonic Gel 250ml (TELIC, S.A., Barcelona, Espanya)

v" Material basic de disseccid.

El procediment es va realitzar de forma ecoguiada, com en la practica clinica
habitual dels bloquejos nerviosos. En alguns casos també es va evidenciar el signe
del "donut", per la sortida de la solucié injectada per fora del nervi, donat I'alt

volum usat a proposit per recrear les pitjors condicions d'una injeccié intraneural.

Els cinc cadavers es van tornar a obtenir del Programa de Donacié de Cossos del
Departament d'Anatomia Humana de 1'Escola de Medicina de la Universitat CEU
San Pablo i es van tractar i conservar de la mateixa manera que en l'estudi 2. La
diferencia metodologica entre les injeccions intraneurals realitzades en cadavers
humans o animals, va ser que mentre en els cadavers humans, les injeccions van
ser percutanies tal com es fa en els pacients, en els animals el procediment va ser

diferent, amb visié directa, per assegurar la injeccio.
- Processament de les mostres i analisis de les imatges histologiques.

El processament de les mostres i analisis va ser el mateix que en I’estudi previ.
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“Yo no he fmcasacfa
Simy[emente he encontrado

10.000 maneras que no ﬁmcionan”

Thomas A. Edison






Resultats

5. RESULTATS.

En aquesta Tesi s’ha descrit la microanatomia del nervi ciatic de les espeécies
animals estudiades i s’han analitzat les semblances i diferencies respecte el nervi
ciatic huma.

També s’ha aconseguit valorar l'efectivitat de la sang heparinitzada com un

marcador apropiat per a l'estudi dels fenomens que ocorren en una injeccié

intraneural respecte 1'tis de la tinta xinesa.

[, per ultim, s’han analitzat els fenomens microanatomics ocorreguts després d’'una

injeccié intraneural deliberada de sang heparinitzada en model huma i animal.

A continuacié detallarem els resultats obtinguts en aquesta Tesi diferenciats per

estudis:
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5.1 Estudi 1.

En l'estudi de validacié de I'espécie animal més compatible, es va realitzar una
analisi anatomica i morfologica del nervi ciatic en 6 especies de mamifers (rata,

conill, porc, ovella, gos i huma).

- Estudi ecografic

L’estudi ecografic de les especies va permetre identificar el nervi ciatic, determinar
el seu recorregut anatomic en l'extremitat posterior/inferior i obtenir les
caracteristiques morfologiques del mateix: valors numerics de l'area total i
diametres majors i menors del nervi. Aixi mateix, pel fet de permetre un estudi
dinamic de la zona, es va poder evidenciar el punt de bifurcaci6 del nervi en els

seus dos components distals: nervi tibial i nervi peroneo comu.

El material resultant d’aquesta experiéncia es va decidir no incloure’l en I'estudi
publicat pero si incorporar-lo a la base de dades del grup investigador per futures

publicacions.

En la segiient imatge es pot observar el nervi ciatic en el seu recorregut més
proximal, entre les eminéncies oOssies de la tuberositat isquiatica i el trocanter, i en

el seu recorregut més distal, previ a la seva divisi6 (Fotografia 16):

21052015 122403 AP 97 0.7 ) 12052015

OVEJA78 Descon R OVEJA CITICO 10 BIS Descon

DR9O

Fotografia 16. Identificacio ecografica del nervi ciatic en model ovi. a: situacié proximal, b: situacié
distal previa a la bifurcacié.
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En I'area de bifurcacié del nervi es va capturar la imatge de pantalla de I'ecograf i
es va procedir a mesurar la mida total del nervi i el diametre major i menor

(Fotografia 17):

1M AP 7% MIOA TIS 0.1 18032015 1RWST AP 97%  MIDATISO.1

mindray

mindray
JO 2 DERECHA Descon L6 Tiroide CONEJO 2 DERECHA Descon LM6s  Tirolde

D18
FR112

DR90

- 5 7
TIBIAL  PERONEAL

Mida 0,030 cm?
Diametre M 0,453
Diametre m 0,106 -

Fotografia 17. Identificacié i mesura ecografica de la mida del nervi (CSA), diametre major i menor en
el model lagomorf.

En les espécies més petites (rata i conill), determinar el punt exacte de divisi6 va
requerir més exactitud i es va corroborar per diferents investigadors per evitar un
biaix.

El calcul numeric es va realitzar en el nervi ciatic de forma bilateral en ambdues
extremitats posteriors/inferiors de totes les especies animals excepte en el gos

(per no disponibilitat de material) i pot consultar-se en la segiient taula (Taula 4):
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SEXE | PES(kg) | EDAT  [EXTREMITAT | TAMANY NERVI (cm2) | Diametre major | Diametre menor
RATA1 Femella 0,29 8setmanes E:;L):RRA (g '(:)112 g:;ii g:gfsi:
RATA2 Femella 0,31 9setmanes E:éL?RRA %%114 g::zg g:g:;
RATA (Cepa Wistar) RATA3 Femella 0,28 asetmanes EDSSL:RRA %?0017 gé;g %3’656
RATA4 Femella 0,28 8setmanes ED:(ifjl:RRA c(: 2?(:7 0(;,21673 g:g::
RATAS Femella 0,3 9setmanes EDSSL):RRA g:gi g:gi g:gz
CONILL1 Mascle 23 7setmanes ED:éL':RRA g:g: 8:22‘1‘ iﬁigi
CONILL2 Mascle 2,5 8setmanes EDSSLI;RRA g:gig g:i:; i:gii:gi
CONILL (New zealand White) CONILL3 Mascle 4,68 30setmanes E:;L:RRA (ngas 0,04,27 ;:(]J_(l)i:g;
CONILL4 Mascle 5,06 30setmanes EDSSII):RRA (g 2;);1 g:i;; 1:3‘71::81
CONILLS Mascle 5,09 30setmanes ED:glrJl:RRA %%256 g:ggz i:ggi:gi
PORC1 Mascle 37 8setmanes EDSSL‘E\RRA 0?1’25 ;:g;i ::23?81
PORC2 Femella 35 8setmanes ED:(i-lrJ‘E\RRA 8:;; 0,19,;1 ;:;E:gi
PORC (Landrace+large white) PORC3 Femella 34 8setmanes ED:(!;L‘E\RM 8:13: 1:235 ::igi:gi
PORC4 Femella 35 8setmanes E:(iB:RRA gzg; gzggg ;:g:g:gi
PORC5 Femella 33 8setmanes EDSSL?RRA g:;g; 1:(;3; ::g:‘é:gi
OVELLAL | Femella 58 3anys EDSR SL';RR a gjﬁ 01',71231 i;gigi
OVELLA2 Femella 53 3anys ED:(SEERRA g'ig: 1;?2 ;Z;igi
OVELLA (Ripollesa) OVELLA3 Femella 50,5 4anys g:(;rJ'ERRA g:i;: 1:(1)22 ::gég:gi
OVELLA4 | Femella 49 4anys E:éLQRR A gi?; (g ;,9258 if,giigi
overs | remels &7 s DA 0z 1 asseor
HUMA1 Home 80 Abanys ED:émRRA g::é: (1):;:: zggigi
HUMA2 Dona 65 36anys EDSSL‘;RRA g'::i (;),9?:7 Z'Z;Egi
HUMA HUMA3 Dona 58 33anys ED:&TJ?RRA ggg? ‘1’:;?; zgzi:gi
HUMA4 Home 65 27anys ED:;L:RRA g':i: g'gzz; :/Zgigi
HUMAS Home 70 25anys E:(iLQRRA g:;ég 1:(2)22 3:?2;81

Taula 4. Mesures de l'estudi ecografic dels nervis utilitzats en I'estudi 1.
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Es va procedir a analitzar la relacié entre les arees i els diametres de cadascuna de

les especies per poder comparar-les amb ’huma, evidenciant-se una absencia de

relacio (Figura 16):

Rata

Conill T

Porc : Diametre menor
T & Diametre Major

Ovella ﬁ “ Area

B — ] —

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Mesures en cm (area cm?)

Figura 16. Relacio dels diametres i mides del nervi ciatic.

- Dissecci6 anatomica

Es van delimitar les referéncies dssies anatomiques per procedir a una disseccié

dirigida (Fotografia 18 i Fotografia 19):

Fotografia 18. Membre pelvia de I'ovella, vista lateral. Identificacié de les referéncies ossies:
tuberositat isquiatica i trocanter major del fémur.
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Fotografia 19. Disseccié6 membre pelvia de I'ovella, vista lateral. a: identificacié del nervi ciatic sense
dissecci6 total, b: disseccié del nervi ciatic i de les branques (fletxa blanca).

Un cop identificat tot el paquet vasculo-nerviés, es va procedir a realitzar una
dissecci6 i identificaci6 de tots els components, tant del nervi i les seves divisions

com d’arteries, venes i gangli popliti (Fotografia 20):

Fotografia 20. Membre pelvia de I'ovella, vista lateral, post desinserci6 del miiscul gluti biceps.

El groc marca els nervis ciatic (1), tibial (2), peroneo comu (3). El blau la vena femoral caudal (4) i la circumflexa
mitja (5). S'observa el gangli popliti (6).
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El teixit nervidés va ser meticulosament extirpat, evitant qualsevol distorsi6 de
I'anatomia, i 'excés de greix i teixit connectiu del voltant del nervi van ser

curosament retirats (Fotografia 21):

Fotografia 21. Nervi ciatic de model porci.

La longitud de la mostra obtinguda va dependre de I'’espécie animal pero en totes
es va incloure la part proximal del nervi Unic i la part de divisi6 en els dos
components distals. Es poden observar les diferencies obvies de mida amb les

espécies animals més petites (Fotografia 22):

Fotografia 22. Detalls anatomics de la dissecci6 del nervi ciatic de les especies petites. a: conill, b: rata.
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A més a més, per completar I'estudi anatomic i en previsi6 de futurs estudis, es va
realitzar una disseccié de la part medial del membre pelvia del model ovi

(Fotografia 23).

Fotografia 23. Membre pelvia ovi, vista medial. 1: porcié cranial muascul sartori, 2: vena femoral,

3: artéria femoral, 4: nervi femoral, 5: nervi safe, 6: vena safena.
- Analisi histologica

Es va realitzar un estudi exhaustiu de les caracteristiques histologiques incloent:
I'area de la secci6 transversal del nervi, el nimero de fascicles, I'area de la secci6
transversal del fascicle, la circumferéncia nerviosa, la circumferencia del fascicle i
la relacié FA:TNA (relaci6é de l'area de la seccié transversal del fascicle amb l'area

de la secci6 transversal del nervi total).
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Totes les mesures van ser realitzades per un Unic investigador, com s’ha comentat

préviament, per evitar disparitat de criteri (Fotografia 24).

Fotografia 24. Imatge histologica de nervi ciatic de conill (a) i rata (b) amb matriu de mida.
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En les segiients mostres histologiques es pot apreciar la diferencia morfologica

dels fascicles i axons de les diferents especies (Fotografia 25):

Fotografia 25. Comparativa de nervis ciatics de les 6 espécies animals, magnificacié 400X.

(a: rata, b: conill, c: gos, d: porg, e: ovella, f: huma)

La gran majoria de les mesures i calculs entre les especies animals van mostrar
diferencies significatives. Tanmateix, entre parells de grups compartien certes
similituds; la rata i el conill en quan a l'area de la secci6 transversal dels fascicles,
la circumferéncia del fascicle, la relacié FA:TNA i el niimero de fascicles; el conill i
el gos en la relacié FA:TNA; i entre el gos i el porc I'area de la secci6 transversal del

nervi, circumferéencia nerviosa i relacié FA:TNA.

Les medicions i calculs de les 5 especies animals van diferir significativament dels

de 'huma, amb l'excepcié de: rata a nivell de I'area de la secci6 transversal del
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fascicle i la circumferencia del fascicle, el gos en la relacié FA:TNA i, per ultim, el

gos il'ovella en el nimero de fascicles i la relacié FA:TNA.

En comparaci6 amb la mida dels fascicles dels humans, les rates semblaven
similars, els porcs 4 vegades més petits, les ovelles i els conills 2 vegades més

petits i els gossos 5 vegades més grans.

Pel que fa al percentatge de teixit neural, I'huma i el porc eren els que presentaven
una menor proporcid, mentre que l'ovella i el gos eren un 20% major i inclds el

conill i la rata un 50% major al de I'huma.

Els resultats es poden evidenciar a continuacié (Figura 17 i Figura 18):

—

20 ﬁ é

—

I [ I I [ I
Rata Conill Gos Porc Ovella Huma

Area Nervis (mm?2)

N

Figura 17. Box plot de I'area dels nervis de les diferents especies.
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Figura 18. Box plot de I'area dels fascicles de les diferents espécies.

Cal destacar que es va fer una diferenciaci6 entre les especies multifasciculars

(rata, conill i gos) i les espécies multifasciculars (porc, ovella i huma) (Figura 19):

140
120

100

80—

Nombre Fascicles

0—

T T T T T
Rata Conill Gos Porc Ovella Huma

Figura 19. Box plot del nombre de fascicles de les diferents espeécies.
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La variable de l'area del nervi ciatic mesurada ecograficament es va comparar amb
la mateixa variable perd amb mesura real per mostra histologica. Es pretenia
determinar si el grau de precisi6 aportats per l'aparell d’ecografia i per
I'investigador es correlacionava amb la variable determinada pel teixit real, és a

dir, per la histologia (Figura 20):

Rata
Conill L
Porc N
& Area histologica
1 i Area ecografica
Ovella

0 10 20 30 40 50 60
Mesures en mm?

Figura 20. Relacié entre I'area histologica i I'area ecografica de les diferents espécies.
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5.2 Estudi 2.

En el segon estudi, la sang heparinitzada com a nou marcador va permetre

evidenciar els avantatges respecte I'Uis de la tinta xinesa.

En les mostres on es va utilitzar la tinta xinesa, la distribucié i els marges del
marcador en les imatges van ser menys clars. No es van identificar petites
particules individuals de tinta xinesa siné una aglomeracié d’aquestes particules,
que provocava que els limits o les membranes no quedessin definits. En
comparacié amb el nou marcador, la tinta xinesa sobrepassava els limits de
contencié per sobreeiximent i de manera contraria, imatges que semblaven

intraneurals, en repetir 'experiment amb el marcador hematic, no ho estaven.

Degut a que els eritrocits estaven heparinitzats amb altes dosis, es van mantenir
tots com particules independents, permetent identificar eritrocits en espais molt
estrets com son els espais entre les lamines perineurals que formen el perineuri i
encara més enlla, entre les lamines perineurals que formen septes incomplets de

perineuri projectats cap a l'interior dels fascicles.

El nou marcador va permetre visualitzar diferents compartiments per dins i per
fora del nervi; es podia observar I'extensié dins del compartiment on havia estat

injectat.

Degut a la mida dels compartiments i a la mida d’orifici de I'agulla utilitzada, en
ocasions l'orifici cavalcava entre més d’'un compartiment i, per tant, el marcador
entrava en diversos compartiments pero de forma directa a través de I'agulla, no
pas perque hagués passat les fronteres limitrofs entre cadascun d’aquests

compartiments per difusio.

El nou marcador quedava limitat pel paraneuri, per I'epineuri, pel perineuri i
també per I'epimisi dels musculs. El marcador mantenia la morfologia original de
cadascun dels seus eritrocits, que permetia la seva facil identificacio, sense
evidenciar-se acumulacié d’eritrocits fent cap tap o coagul (probablement per les

altes dosis d’heparina usades).

Amb relaci6 al perineuri i les lamines perineurals que el formen, es va observar

que el nou marcador evidencia de forma clara i amb detall 'extensié del mateix
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entre les lamines perineurals. Aquest fet no era facilment identificable amb I'is de

la tinta xinesa.

Cal destacar que el teixit adip6s va proporcionar el medi ideal perque I'extensié del
nou marcador fos possible. Quan el teixit present entre els fascicles no era adipés
sinoé teixit fibrés ocupat per fibres de col-lagen entrelligades, els eritrocits no van
poder travessar el medi. Tampoc es va evidenciar distribucié del marcador dins de
I'espessor del muscul ja que I'epimisi si que va representar una barrera efectiva. En

comparacid, la tinta xinesa no va aportar millors dades de distribucié.

En el teixit adipdés que hem comentat anteriorment, no es va produir ruptura
d’adipocits ni deformacié dels mateixos pel pas del marcador estenent-se a través
del medi. Els adipocits només van perdre I'ancoratge dins de I'estructura proteica
que els sosté com si fossin un teixit i aquest fet va ser més facilment visualitzable

amb el nou marcador que amb la tinta xinesa.

També considerem que cal destacar que els artefactes produits durant el
processament de les mostres van ser més facilment identificables gracies a
I'aspecte translucid dels eritrocits i a que, com hem comentat, no es van produir
aglutinacions. Per el contrari, la tinta xinesa, per la seva aglutinaci,
impossibilitava 'observacié a majors augments i també evitava poder observar a

través seu, perdent detalls d’informacié.

Per aquest fet i valorant els resultats de l'estudi, considerem que I'is del nou
marcador aporta avantatges importants a I'hora d’interpretar imatges
histologiques com és el fet de poder observar de forma més detallada i a major

augment les imatges.

Les imatges de I'estudi 2 i 3 es presentaran de forma conjunta en els resultats de
I'estudi 3, ates que els resultats estan molt relacionats entre si i permeten entendre

de forma visual els resultats d’ambdds estudis.
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5.3 Estudi 3.

En la tercera part del nostre estudi es va plantejar 1'ds d’"HBS en cadaver huma i
animal com a marcador d’injeccié intraneural per avaluar els fenomens

microanatomics després de realitzar injeccions intraneurals deliberades.

En el cas de 'huma, es va intentar realitzar una injecci6 intraneural deliberada
ecoguiada. Es va assumir, tal i com es fa en la practica clinica habitual, que la
imatge de “donut” corresponia a una injeccié extraneural propia d'un bloqueig

estandard i el swelling corresponia a una injecci6 intraneural.

En el cas de les especies animals, es va realitzar sota visié directa i cal mencionar
que en les especies petites (rata i conill) va ser tecnicament impossible realitzar les
injeccions intraneurals amb les agulles de neuroestimulacié usades. Logicament
aquest fet és degut a I'escassa mida de I'area del nervi en comparacié amb I'area de

les agulles utilitzades.

El HBS es va identificar per dins i per fora del nervi malgrat que la intencié va ser
realitzar una injeccié intraneural i es va confirmar pel swelling del nervi (en el cas

de 'huma).

El marcador va ser observat dins del nervi i en els compartiments grassos que es
troben per fora limitats per 'epimisi dels musculs propers i alguna membrana de
circumneuri. Per una altra banda, per dins del nervi, el marcador es va identificar
dins del teixit gras localitzat entre els fascicles perdo molt ocasionalment dins dels
fascicles, tot i haver intentat realitzar puncions intraneurals. El marcador HBS no
va aconseguir entrar dins de '’endoneuri dels fascicles. Es van observar un gran
nombre de cel-lules HBS omplint el gruix entre les capes del perineuri, que

semblaven engruixides.

La propagacié extrafascicular de la solucié injectada intraneural es va observar en
totes les mostres excepte en aquelles que no tenien greix entre els fascicles. Es va
observar extensié subepineural del marcador entre els fascicles i fora del
perineuri, entremesclats entre els adipocits interfasciculars. En tots els casos els
eritrocits desplacaven i separaven els adipocits préeviament units, sense trencar-los
ni deformar-los. L’epineuri, perineuri i els axons tampoc es van trencar ni

deformar després de les injeccions intraneurals.
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El marcador injectat de forma intraneural va produir una extensié longitudinal de
la solucié d’'uns 36mm per fora dels fascicles en les direccions proximals i distals.

Tanmateix, no es va produir extensio intrafascicular en cap de les mostres.

[, per ultim, es va poder evidenciar la diferéncia macroscopica entre el
comportament del HBS i la tradicional tinta xinesa, com es pot observar a

continuacié (Fotografia 26 i Fotografia 27):

Fotografia 26. Experiment d'injeccié d’HBS en ciatic d'ovella. a: injeccio, b: difusié localitzada, c: detall
del "swelling" del nervi (fletxa groga).
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Fotografia 27. Experiment d'injeccid de tinta xinesa en ciatic d'ovella. a: injeccid, b: difusié6 amb

extravasacid important, c: nervi ciatic injectat.
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En la segiient mostra de fotografies histologiques, es pot observar en I'estudi 2

(realitzat en diversos nervis de cadavers humans) la distribucié delimitada del

HBS durant les injeccions nervioses, sense produir-se extravasacions (Fotografia

28):

Fotografia 28. Estudi 2: Nervi ciatic huma i nervi media huma. Detalls del comportament del HBS
(imatges vermelles) en nervi ciatic (a, b) i nervi media huma a nivell supracondili (c, d, e, i ).
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Resultats

A continuacié, presentem mostres histologiques de I'estudi 3 (en model ovi), on es
pot observar la distribuci6 irregular i I'extravasacié a diferents compartiments de
la tinta xinesa (Fotografia 29):
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Fotografia 29. Estudi 3: Nervi ciatic de model ovi. Detalls del comportament de la tinta xinesa (imatges
negres) en realitzar les injeccions intraneurals.
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Resultats

[, per ultim, i a mode comparatiu, presentem mostres analogues de l'estudi 3
utilitzant I’'HBS, on es pot observar una millor limitacié de la distribucié i una

major nitidesa en la visualitzacié dels compartiments (Fotografia 30):

Fotografia 30. Estudi 3: Nervi ciatic de model ovi. Detalls del comportament del HBS (imatges
vermelles) en realitzar les injeccions intraneurals.
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“No juzgues cada dia por lo que cosechas,

sino por las semillas que yfcmms”

Robert Louis Stevenson
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Abstract:

Background: Various animal models have historically been used to study
iatrogenic nerve injury during performance of conduction nerve blocks. Our aim
was to compare the microstructures of nerves in commonly used species to those
of humans and to explore the validity of the extrapolating these findings to
humans.

Methods: High-resolution, light-microscopic images were obtained from cross
sections of sciatic nerves at their bifurcation from fresh rat, rabbit, pig, sheep, dog,
and human cadavers. Various microanatomical characteristics were measured
and compared between the species. P< 0.0033 indicated significant differences.

Results: Forty-four samples were studied. There were some interspecies
similarities, but the majority of the microanatomical measurements of all 5 species
differed significantly from those of humans. Exceptions were rat fascicle cross-
sectional area (P = 0.367) and fascicle circumference (P = 0.396); ratio of dog,
pig, and sheep fascicle area to total nerve area (dog: P = 0.350; pig: P = 0.958;
sheep: P = 0.052); and number of fascicles (pig: P = 0.454; sheep P = 0.077).

Conclusions: Although some of the metrics could reasonably be expected to
differ because of the size of the species —for example, nerve cross-sectional area-
there was little microanatomical similarity between the sciatic nerves of humans
and those of the nonprimate mammalian species studied. This may question the
validity of some conclusions reached over the years by direct translation from
these species to humans. Further studies on nerve function, intraneural injection,
and microanatomy of non-human primate species are warranted.
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Efforts to accelerate translational research necessitate a critical assessment of
current animal models and experimental approaches for validity to the human
condition. The aim of translational research is to transfer or extrapolate
knowledge obtained from experimental animals to humans. The development of
new regional anesthesia techniques with ultrasound guidance has suggested
that events of needle-nerve contact and even intraneural injection are

frequent1 2

and perhaps even not harmful as judged by our limited clinical
experience. Ultrasound has played a pivotal role in acquiring detailed gross
macroanatomy knowledge of nerves. This new knowledge reopened the debate
about the possible mechanisms associated with iatrogenic nerve injury
presumably caused by regional anesthesia.>~’
Various experimental animal models have been used for study- ing peripheral
nerve blocks and specifically iatrogenic nerve injury during attempted nerve
blocks. Because of its ease of access, the sciatic nerve in particular has
traditionally been used extensively in animal models. The sciatic nerve of
rodents has become a popular model for the research of neuropathic pain and
studies focused on the compression (ischemia) and transection of the nervous

tissue.8’9

Most of the current knowledge, recommendations, and guide- lines regarding
iatrogenic nerve injury during peripheral nerve block—possibly caused by direct
mechanical needle trauma, high pressure and ischemia, or local anesthetic
toxicity after intraneural injection—have been extrapolated from experimental

7 pigs,11 and dogs.6 The

results obtained from species such as rats,10 rabbits,
appropriateness of these mammalian species as experimental models for nerve
injury studies has not been challenged or disputed, nor have these studies been
validated. To our knowledge, a comprehensive interspecies comparison study
has not been con- ducted to validate them for extrapolation to human clinical

practice, although rodent sciatic nerves have been compared.

The aims of this study were to compare the microanatomical architectural
features of the sciatic nerves of 5 commonly used mammalian species to those

of humans and to explore the validity of interspecies conclusions.
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METHODS

After animal and human ethics committee approval (Animal Experimentation
Ethics Committee of the Vall d'Hebron Research Institute [protocol 66/15] and
CEIC of Grupo Hospitales Madrid [code 147-GHM]), light-microscopic images
were analyzed in 6 groups: group 1 contained 4 Wistar rats, group 2 contained
4 New Zealand rabbits, group 3 contained 4 hybrid pigs, group 4 contained 4
Ripollesa sheep, group 5 contained 2 beagle dogs, and group 6 contained 4
fresh human cadavers (Table 1). The study was conducted in the Laboratory of
Surgical NeuroAnatomy, Human Anatomy and Embryology Unit, Faculty of
Medicine, Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain; the samples were
obtained from the Vall d'Hebron Research Institute, Barcelona, Spain, and the
histological studies were performed at the Institute of Applied Molecular
Medicine, School of Medicine, University of CEU San Pablo, Madrid, Spain.

The animals were managed according to the internationally accepted ethical

”

“principles of the 3 R's” (replacement, reduction, refinement). Before surgical
manipulation, the nonhuman subjects were killed by an overdose of sodium
pentobarbital, and death by cardiac arrest was confirmed. Sciatic nerve
dissections were performed bilaterally in 4 animals of each species (2 dogs due

to limited availability).
Sciatic Nerve Excision

The sciatic nerves were dissected from the posterior compartment of the leg at
the division into its 2 terminal branches, the tibial and common peroneal nerves.
Nerve tissue was meticulously excised, avoiding any distortion of anatomy, and

excess fat and connective tissue around the nerve were carefully removed.
Light Microscopy

In each specimen, several transverse cross-sectional slices of the nerves were
made at their bifurcation. After excision, the samples were fixed in 10% buffered
formaldehyde for 15 days. The tissue slices were then processed with paraffin
wax, and 10 successive sections at 20-uym intervals (3 pm in thickness) were

made using a microtome. The sections were stained with hematoxylin-eosin
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under standard conditions and examined with a light micro- scope at an initial
magnification of 800 (Leica DM5500 B microscope; Leica SCN Microsystems
Wetzlar GmbH, Wetzlar, Germany). The images were captured with a camera
(Leica DFC425; Leica SCN Microsystems Wetzlar GmbH), and images of the
full cross sections were saved with a scanner (Leica SCN400 Slide Scanner;
Meyer Instruments, Inc, Houston, Texas). A picture of each nerve sample was

obtained for analysis (Fig. 1).
Histological Image Analysis

An image-processing program (ImageJ; National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland) was used to quantify several parameters: number, area,
circumference, and radius of groups of fascicles, as well as individual fascicles.
The nerve and fascicle cross-sectional areas were expressed in millimeters
squared, and the circumferences and radii in millimeters. Taking into account
that fascicles are irregular geometric structures most closely resembling an
ellipse, the surface areas were calculated from the following formula: area =
1Tab, where a is the radius of the longest axis of the ellipse, and b that of the
shortest axis. To indicate the fraction of nonneural tissue (mostly adipose
tissue), the ratio of the fascicle cross-sectional area to the total nerve cross-
sectional area (FA:TNA ratio) was then calculated by dividing the sum of the
fascicle cross-sectional areas for each animal by the sum of the TNAs. Images
were processed at equal magnifications, and all calculations were made by the

same researcher (A.S.) to minimize performance bias.
Statistical Methods

Based on the characteristics of the study, 8 samples of the sciatic nerve from
each species have been considered (4 samples of the sciatic nerve from dogs).
Data were expressed as medians (25th—75th interquartile range). This FA:TNA
ratio basically represented the number of adipose cells and, to a lesser extent,
connective tissue in the sciatic nerves of each species. Group comparisons
were performed using the Kruskal-Wallis test (H test). Because of the small
sample sizes, post hoc pairwise comparisons were assessed with Mann-

Whitney U exact tests. The Bonferroni- corrected significance threshold (for 15
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pairwise tests) was set at P < 0.0033. Pairwise median differences were
calculated using the Hodges-Lehmann estimator with 99.7% confidence
intervals. All analyses were performed in JMP Pro 13 (SAS Institute, Inc, Cary,
North Carolina).

RESULTS

Sciatic nerve samples were obtained from both legs of 6 experimental species.
We analyzed a total of 44 samples (8 nerve samples each from rat, rabbit, pig,
sheep, and human and 4 nerve samples from dog) of the proximal site of the

sciatic nerve bifurcation into the tibial and common peroneal nerves.

The histological characteristics of the sciatic nerve, including nerve cross-
sectional area (in millimeters squared), fascicle number (n), fascicle cross-
sectional area (in millimeters squared), nerve circumference (in millimeters),
and fascicle circumference (in millimeters) were measured (Table 2). The radii
of the longest and shortest axis of the cross section of the whole nerve and
fascicle cross sections were used to calculate the FA:TNA ratio. Interspecies

differences observed are shown in Table 3.

The vast majority of measurements and calculations between the nonhuman
species differed with the exception of rat-rabbit fascicle cross-sectional areas (P
= 0.054), fascicle circumference (P = 0.060), and FA:TNA ratio (P = 0.564). Rat-
rabbit fascicle numbers (P = 0.005) were also similar, as were rabbit-dog FA:
TNA ratio (P = 0.051) and dog-pig nerve cross-sectional area (P = 0.368), nerve
circumference (P = 0.368), and FA:TNA ratio (P = 0.445).

The measurements and calculations of all 5 species differed significantly from
those of humans (P < 0.0033), with the exception of the rat-human fascicle
cross-sectional area (P = 0.367) and fascicle circumference (P = 0.396), dog-
human FA:TNA ratio (P = 0.350), pig and sheep-human fascicle number (pig: P
= 0.454, sheep: P = 0.77), and pig and sheep-human FA:TNA ratio (pig: P =
0.958; sheep: P = 0.52). Furthermore, there was a distinction between
oligofascicular species (rat, rabbit, and dog) and multifascicular species (pig,

sheep, and human) (Fig. 1).
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It was possible to classify the sciatic nerves of the different species as
oligofascicular (rat, rabbit, and dog [3 £ 1.5 fascicles, 7 + 2 fascicles, 4.5 + 1.3
fascicles, respectively]) and multifascicular (pig, sheep, and human [75 + 19
fascicles, 99 + 20 fascicles, 75 + 33 fascicles, respectively]). Compared with
human samples, the number of fascicles was similar to pigs, whereas the sheep
had 25% more fascicles per nerve, and the rabbits, dogs, and rats had 10, 17,

and 26 times fewer fascicles per nerve, respectively.

Pigs had the smallest fascicles (0.04 + 0.03 mm2), whereas midsize fascicles

were found in sheep and rabbit (0.07 + 0.05 mm2 and 0.1 + 0.15 mm2,

respectively) and large fascicles in rat and human samples (0.15 £ 0.16 mm?2

and 0.16 £ 0.15 mm2, respectively). Dogs also had large fascicles (0.86 + 1.02

mm2). When compared with humans' fascicles, the rats' seemed similar, the
pigs' 4 times smaller, the sheep and rabbits' 2 times smaller, and the dogs'

fascicles 5 times larger.

When the important percentage of fascicle cross-sectional area to nerve cross-
sectional area was calculated, it revealed a low percentage of fascicular area
(neural tissue) in humans (23% + 5%) and pigs (22% * 5%), whereas it was
20% higher than humans in sheep and dog species (28% + 4% and 29% + 9%,
respectively) and 50% higher than humans in rabbit and rat species (43% * 9%

and 48% * 11%, respectively).
DISCUSSION

In this study, the microanatomical architecture of the sciatic nerves of 5 animal
species was studied and compared with that of the human sciatic nerve.
Although some anatomical variations such as nerve cross section and
circumference between large and small species are expected, the results
indicated vast differences in nerve architectures in terms of the majority of the
metrics analyzed, but especially in the proportion of FA:TNA ratios, which
indicates a fraction of nonneural, mostly adipose, tissue thought to have a

protective function. The use of a high-resolution light microscope scanner
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allowed us to examine and analyze the samples at high magnification (Fig. 1,
Table 2).

Based on the evidence of this study, it is unlikely that experimental studies
conducted in any of these models would provide the same outcomes; more
importantly, based on purely microanatomical measurements and calculations,
it is questionable whether conclusions reached in such experiments could be
accurately extrapolated to humans. There is also a distinct possibility that most
of the conclusions concerning regional block properties (eg, onset time, block
duration, intraneural distribution of injected solutions) as well as axonal trauma
resulting from intraneural injections with different needle bevels and toxic or
ischemic axonal injury may be significantly different among species. Such
results and conclusions may be mostly invalid or at least should be interpreted

with caution.

The similarities among species may vary depending on the focus of a specific
study. For example, the circumference of the fascicles is more comparable
between humans and rats than be- tween humans and larger animals such as
pigs or sheep. Further- more, it would be essential to consider the area,
circumference, and radii of fascicles when studying the effects and toxicity of
local anesthetic agents on peripheral nerves. Specifically, the FA: TNA ratio
should probably be taken into consideration when studying physical nerve
lesions from direct nerve trauma. This ratio represents the amount of adipose
tissue, which may play a protective role; thus, the more nonneural adipose
tissue relative to neural tissue (axons), the less vulnerable a nerve should

theoretically be to physical and possibly chemical or ischemic injury.

Needle size (external and internal diameter) relative to that of the nerve
components and the design (bevel) of the needle points used in experiments
are also important considerations. This fact is crucial for assessing the effects of
intrafascicular or extrafascicular injections. Obviously, if the same needle is
used in different species, even though the methodology used may be similar,
there can be little or no correlation between these findings and those found in

human clinical practice.
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Finally, as suggested by the results of this study, the availability of a model
should most likely not be the principal consideration for its selection. For
example, larger animal species may not be the most appropriate species to
extrapolate to humans, and as has been observed in the human sciatic nerve,

the specific location of focus along the length of a nerve may also differ.12

13,14 15,16 5 g

The microanatomical features of the endoneurium,
17

perineurium,

epineurium, ' as well as axon types, are comparable to those of the sciatic
nerve in humans. Nevertheless, the characteristics of topograms, number, size,
radius, and circumference of fascicles; organization of groups and subgroups of
fascicles within a nerve; and relation of neural tissue (axon type, axonal area

and endoneurium) to nonneural tissue (mainly connective and adipose tissue)

are different among peripheral nerves in the species studied.18_20 Care
therefore should be taken when generalizing conclusions about a particular

nerve (usually the sciatic nerve) to all nerves.

Some studies of intraneural injections and possible nerve in- jury may show
different results if they were conducted on different animal species. The
definitions of monofascicular, oligofascicular, or polyfascicular alone fail to
explain all of the variation that may occur between a fascicle or group of
fascicles when a needle penetrates a nerve. Poor reproducibility of results, as
well as failure to translate results to clinical trials in humans, may be closely
linked to the fact that all conclusions reached in a laboratory study will be
strongly related to the experimental animal model used. The validity of the
model should probably be based purely on the re- semblance to the

microanatomical characteristics of humans.

Several studies conducted on particular experimental animal models have had

a great clinical and even economic impact in the field of regional anesthesia.

Selander et al,7 for example, studied the risk of fascicular lesion after nerve
puncture in relation to the type of needle bevel (diameters 0.4-0.7 mm, long-
bevel 14°, short-bevel 45°) in the rabbit sciatic nerve. They concluded that the
risk of nerve fascicle lesion was greater with long-beveled needles and thus

recommended the use of short-bevel needles for peripheral nerve blocks, and
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an entire industry of nerve block needle design was built on these findings.

Later on, Rice and McMahon10

presented a contradictory report with exactly
the opposite findings based on a different study design using Wistar rats. These

apparently contradictory findings of Selander et al” and Rice and McMahon 10

may both be correct, but they are limited by methodology, animal model used,
and needle type, which were all distinct variables. Other industrial

consequences followed. For example, in their quest to avoid intraneural

injections, Hadzic et al® and Kapur et al® focused their research on the
association between higher injection pressure and risk of neurologic injury in
dogs. On the strength of these studies alone, the nerve block injection pressure
monitoring device (BSmart; B. Braun Medical Inc, Bethlehem, Pennsylvania)

has been developed and popularized.

Therefore, the challenge lies in finding the species most similar to humans in
terms of sciatic nerve structure in order to conduct appropriate translational
studies. The higher nonhuman primates come to mind, but to the best of our
knowledge, there are no studies comparing the histology of these less-available
animal species to humans. The data suggest that, when extrapolating animal
experimental data to humans in translational research, researchers should
specify what exactly they are extrapolating: nerve size cross-sectional area,
decrease of nerve size after iatrogenic nerve injury or toxicity, fascicle size, or
percentage of fascicle to TNA, for example. There seems to be no relationship
between these variables between the different mammalian species we

examined and between these animals and humans.

There are several limitations to this study. First is the obvious omission of
nonhuman primate species and the small sample sizes. However, the number
of samples we studied demonstrated the vast differences between the
peripheral neural architecture of the species. Second, the ages of our human
subjects, in contrast with those of the nonhuman species, were advanced, and

in human samples, we may assume the amount of interfascicular connective

tissue will increase during the aging process.21’22 We did not no- tice

significant differences in nerve architecture between sexes, al- though it is
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possible that such differences may exist. Furthermore, the limited number of
specimens and the uneven distribution of sexes prevented us from drawing any
meaningful conclusions from such a distinction in this study. Another
shortcoming in our study was that it was not possible with the light microscopy
we used to differentiate between or quantify myelination, glial cells, vascular
bed, and the phenotype of the nerve fibers (sympathetic vs nonsympathetic).
Further studies to address each of these shortcomings should be conducted.
That said, primates, especially the higher nonhuman primates, are not readily

available.

In conclusion, sciatic nerve architecture differs widely among the studied
experimental models, from the oligofascicular species (rat, rabbit, and dog) to
the multifascicular species (sheep, pig, and human). The variances refer not
only to topograms but also to specimen size—the smallest being the rat and the
biggest the sheep and human—size and number of fascicles, and the ratio of
neural to nonneural tissue. We believe it remains an absolute necessity to
define the most suitable experimental model to conduct meaningful and

relevant translational studies in the field of regional anesthesia.
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TABLES AND FIGURES

Table 1. Samples Used

Groups Samples used (Specie) n Age Weight Sex (M:F)
1 Wistar rats 4 9 wk 0.290 kg 2:2
2 New Zealand rabbits 4 30 wk 0.470 kg 3:1
3 Hybrid pigs (Large White x Landrace) 4 8 wk 35 kg 1:3
4 Ripollesa sheep 4 3y 50.5 kg 2:2
5 Beagle dogs 2 9y 17.3 kg 2:0
6 Human fresh cadavers 4 70-82y ~70 kg* 3:1

*Human cadavers were not weighed, but their average weight was estimated to be 70kg.
M:F indicates male-to-female ratio.

Table 2. Measurements of Nerves and Fascicles Across Species

Species Average Nerve Average Average Average Nerve Average Fascicle
Cross-Sectional Fascicle Fascicle Cross- Circumferencem Fascicle Area/Total Nerve
Area, mm’ Number Sectional Area, m Circumferencem Area Ratio
(n) mm’? m
Rat (n=8) 1.070 3 0.132 3.66 1.29 0.49 (0.37-
(0.65-1.23) (1.25-4) (0.099-0.385) (2.86-3.93) (1.11-2.17) 0.57)
Rabbit 1.424 3.5 0.095 4.23 1.77 0.42 (0.38-
(n=8) (1.277-2.083) (2-4) (0.067-0.118) (4.01-5.12) (1.54-2.60) 0.53)
Dog (n=4) 12.787 2 0.941 12.68 4.82 0.25 (0.23-
(12.431- (2-2) (0.574-1.300) (12.5-15.44) (3.78-5.97) 0.38)
19.150)
Pig (n=8) 14.652 2.5 0.043 13.57 6.56 0.24 (0.19-
(13.341- (2-3.75) (0.039-0.049) (12.95-14.28) (5.11-7.9) 0.25)
16.221)
Sheep 25.701 5 0.073 17.97 6.15 0.28 (0.36-
(n=8) (24.188- (3.25-6.75) (0.063-0.094) (17.43-18.47) (5.44-7.38) 0.32)
27.160)
Human 48.557 2.5 (2-3) 0.174 24.7 13.63 0.22 (0.20-
(n=8) 46.711 -57.211 (0.153-0.195) (24.23-26.81) (11.69-15.89) 0.27)
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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FIGURE 1. Comparative cross section of sciatic nerve from different species at same magnification (initially x800). Stained with
hematoxylin-eosin.
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Original Communication

A Novel Marker for Identifying and Studying
the Membranes, Barriers, and Compartments
Surrounding Peripheral Nerves Microscopically
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Recent anatomical discoveries indicate the importance of identifying membranes
and compartments surrounding peripheral nerves into which local anesthetic
agents can be injected and continuous nerve block catheters placed during
regional anesthetic procedures. However, current markers used in anatomical
studies have multiple drawbacks, specifically extravasation into noninjected loca-
tions, which can result in inadequate treatment. We studied a readily-available
new marker, heparinized blood solution (HBS), which is easy to identify by
microscopy and can remain in the nerve compartment into which it is deposited
without distorting the tissue. We collected blood from 22 patients and prepared it
as HBS. This was then injected into four fresh cadavers as in routine clinical prac-
tice for ultrasound-guided nerve blocks to form a so-called “doughnut” by
“hydro-dissecting” at 32 sites. All samples, including nerves and neighboring tis-
sues, were then prepared and examined by light microscopy. Although no deliber-
ate intraneural injection was attempted, the marker was identified inside all the
nerve compartments except the fascicles. Apart from leaking through the needle
entry site in some instances, there was no extravasation of the HBS into neigh-
boring nerve compartments in either direction. The tissues were not distorted
and the erythrocytes did not form a thrombus. Nerve membranes and compart-
ments could be clearly identified with routine staining. This technique enabled us
to study the longitudinal and circumferential spread in all nerve compartments
and to collect data for better interpretation of factors influencing an anesthetic
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nerve block and situations in which complications could possibly arise. HBS
seemed superior to other markers because it did not leave the compartments into
which it had been injected, did not distort the tissue, and was easily visible under

the light microscope. Clin. Anat. 9999:1-8, 2018.

© 2018 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: peripheral nerve injuries; endoneurium; epineurium; perineurium;

nerve blockade

INTRODUCTION

Recent anatomical studies have improved our under-
standing of nerve membranes, barriers, and compart-
ments related to anesthetic nerve blocks (Anderson
etal., 2012; Reina and Sala-Blanch, 2015; Reina et al.,
2015; Karmakar et al., 2013) (Fig. 1). After available
microanatomical knowledge of nerves and neighboring
tissues was studied in depth, the potential importance of
the compartment into which a local anesthetic agent

(LA) is delivered for single-injection nerve blockade was
assessed. Furthermore, the compartment into which a
catheter for a continuous peripheral nerve block (CPNB)
is placed could be critical for its efficacy.

After the LA is injected for a nerve block, it spreads to
form the first phase, in which the injected volume is
deposited at a certain distance from the nerve. Diffusion
of the LA toward the nerve axons to block their sodium
channels is the second phase, and its absorption and
removal (diffusion in the other direction) the third

m Sciatic nerve

2.Endoneurium
3. Perineurium
4. Fascicle
] 5.Sub-epineural compartment
6. Epineurium
7.Tibial nerve
8.Common peroneal nerve
9. Sub-circumneural compartment
10. Circumneurium
11. Sciatic nerve
12. Sub-epimyseal compartment
13. Epimysium

Fig. 1. Schematic drawing of the sciatic nerve. The axons are myelinated or un-
myelinated and in the endoneurium. The axons and endoneurium are surrounded by
the perineurium to form a fascicle. A bundle of fascicles is, in turn, surrounded by an
epineurium, which forms a nerve - the tibial nerve (T) and the common peroneal (fib-
ular) nerve (C) in this case. Both these nerves are bundled together by a circumneur-
ium (formerly called the paraneurium) to form the sciatic nerve approaching the
popliteal fossa (PSN). The fascia in which the nerves, arteries, and muscles are
housed is the epimysium. Each of these layers has a compartment deep to it: the
subepimyseal, the subcircumneural, subepineural, and the subperineural compart-
ments. The latter is referred to as intrafascicular, while the subepineural space is
interfascicular. All the compartments except the intrafascicular (subperineural) con-
tain adipose tissue. (Figure 1 placed with the kind permission of Mary K. Bryson, who
holds the copyrights). [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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phase. The second and third phases depend on the con-
centration gradient across the neural membranes and
their permeability (Fick’s First Law of Diffusion). In con-
sidering the importance of onset times of different LAs,
the different anesthetic nerve blocks used in everyday
clinical practice, their density and their duration of
action, we first need to identify the location where the
LA is injected. These anatomical spaces or compart-
ments have to be studied without cross-contamination
with neighboring compartments, and the findings sub-
sequently correlated with clinical methods such as ultra-
sound and nerve stimulation.

To improve our understanding of these membranes,
barriers, and compartments into which a LA is deposited
(phase 1) and through which it has to diffuse (phases
2 and 3), we first had to identify a histological marker
that is readily available, recognizable under light micros-
copy, and contains particles of uniform shape and size
that do not distort the tissue in the nerve compartments
into which it has been injected or the membranes sur-
rounding them. Most importantly, it should remain
inside the compartment into which it has been deposited
without extravasation or diffusion into neighboring com-
partments. Finally, when slides are prepared for histo-
logical examination, the ideal marker should not be
distorted by the microtome blades or harm them.
Markers that have been used (commonly, methylene
blue and India ink) in anatomical studies have multiple
drawbacks including extravasation into non-injected
locations owing to its small and heterogeneous molecu-
lar sizes. To the best of our knowledge, methylene blue
is eliminated or neutralized by most coloring techniques
and is therefore not suitable for microscopic study of
peripheral nerve compartments. This impairs our under-
standing by making reproducible research into nerve
compartments difficult and could cause confusion.

Therefore, we examined a novel new marker, hepa-
rinized blood solution (HBS), which we believe has
the foregoing attributes. The aim of this study was to
evaluate HBS as a marker.

METHODS

The study was approved by Grupo Hospital Madrid
Clinical Research Ethics Committee (CEIC code
16.03.0922-GHM). Blood samples were collected in the
operating room from 22 patients who provided informed
consent, were free of infectious or hematological disease,
had a hematocrit between 32% and 40%, and were trea-
ted for atrial fibrillation. Sampling took place during atrial
electrical pathway ablation when anticoagulation ade-
quate for the procedure was achieved through continu-
ous administration of intravenous heparin. A total of
50 mL of blood was obtained from each patient and
stored for 1-2 days at 5 °C after the addition of 25,000 IU
of heparin, which increased the sample volume to 75 mL.
The samples of blood from different patients were not
mixed. Each sample of blood was treated in isolation to
the others. We called the final mixture of blood, heparin,
and saline "HBS” and the solutions collected from the
22 patients were used for the 32 simulated nerve blocks,
never mixing the samples for one particular “block.” The
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22 samples were approximately 75 mL each and we only
used 5-10 mL per “block,” so the rest could be discarded.

In the Department of Anatomy (CEU San Pablo Uni-
versity School of Medicine), we simulated four common
nerve blocks (infraclavicular brachial plexus cords, axil-
lary, median at the elbow, and sciatic nerves) in four
fresh cadavers using HBS instead of LA or traditional
markers. This was done under ultrasound guidance as in
routine clinical practice for ultrasound-guided anesthetic
nerve blocks by injecting HBS to form a so-called
“doughnut” by “hydrodissecting”® with the HBS. We
used 22-guage 15° angle ("D”) StimuPlex D Needles
(B. Braun, B. Braun, Melsungen, Hesen Germany). The
antero-posterior measurement of this needle was
1.8 mm, and it was placed in plane after identifying the
target nerve. The HBS was then fractionally injected to
identify the correct position of the needle by observing
the formation of the above-mentioned “doughnut” sign.
This “doughnut” formed by hydrodissection seen on
ultrasound is commonly believed among anesthesiolo-
gists to open the space between the epimysium and the
circumneurium (formerly the paraneurium), which is
considered the optimal space for LA delivery for single-
injection anesthetic nerve blocks.

The four cadavers were obtained from the Body
Donation Program of the Department of Human Anat-
omy of the School of Medicine. Upon arrival, they
were kept in a refrigerator at 4 ° C while their blood
was analyzed for the presence of any infectious dis-
eases. They were then frozen at —20°C within 36 hrs
upon arrival for 5-7 days. After that, before they were
used, they were left at 4 ° C for 48 hours and then for
6-8 hrs at less than 22 °C. No preservation agents
were used.

Intraneural injection (deep to the epineurium) was
avoided as far as possible given the standard ultra-
sound equipment used, which does not provide high
definition. Ten milliliters was injected for simulated
sciatic, brachial plexus cord, and axillary nerve
blocks, and 5 mL for the simulated median nerve
blocks at the elbow. Anesthesiologists experienced in
ultrasound-guided nerve blocks performed all four
simulated nerve blocks on each of the four cadavers
bilaterally, giving a total of 32 “nerve blocks.”

The segments were then dissected in blocks con-
taining the nerves, surrounding tissue, and neighbor-
ing blood vessels, which were fixed in 10% buffered
formaldehyde for 7 days. Thereafter, the segments
were cut perpendicular to the long axis of the plex-
uses and nerves into tissue slices 5-6 mm thick. The
slices were immersed in 10% buffered formaldehyde
for an additional 10 days. Histological sections were
prepared for light microscopy by processing them
with paraffin wax and serially sectioning them into
3 pm slices with a microtome. These were stained
with hematoxylin and eosin under standard conditions
and then examined under a scanning microscope
(Leica SCN400 Slide Scanner, Meyer Instruments,
Inc., Houston, TX, USA). Transmembrane movement
of HBS to the various tissue compartments and clot
formation due to erythrocyte aggregation were ana-
lyzed. The slides were studied for possible extravasa-
tion from compartments.
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Fig. 2. Interfascicular (subepineural) spread deep to
the epineurium but outside the various perineuria of the
fascicles (magnification x 40). 1 = fascicle; 2 = perineu-
rium; 3 = heparinized blood solution marker; 4 = adipo-
cytes; 5 = epineurium. [Color figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com]

Fig. 3. A and B, Spread between

layers of
perineurium. A, magnification x340. B, magnification
x700. 1 = fascicle; 2 = perineurium; 3 = heparinized
blood solution marker. [Color figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com]
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Fig. 4. A and B, Spread in popliteal sciatic nerve
between circumneurium (6) and epineurium (5). A, mag-
nification x 120. B, magnification x 220. 1 = fascicle;
2 = perineurium; 3 = heparinized blood solution marker;

4 = adipocytes; 5 = epineurium; 6 = circumneurium.
[Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

RESULTS

Although we assumed that injection into the
“doughnut” formed by “hydrodissection” would be
limited to the subepimyseal compartment, HBS was
found in all the nerve compartments except the fasci-
cles. This was due to direct delivery into the compart-
ments in question despite our best efforts to avoid
intraneural injection. There was some spillage from
the puncture hole made by the needle, but the HBS
nevertheless remained mainly inside the compart-
ment into which we believe it had been deposited.
When the ultrasound pictures were re-examined, it
was clear that the “doughnut”, which we thought
represented subepimyseal injection, could actually
form after injection into any nerve compartment, so
the HBS marker was found in all nerve compartments
except within the endoneurium of the fascicles
(Fig. 2). However, it was found between the cell layers
of the perineurium (Fig. 3). No adipose tissue was
found inside the fascicles or between the cell layers of
the perineuria. The circumneural sheath (formerly the
paraneurium) (Fig. 4) and epineurium (Fig. 4) limited
the passage or extravasation of the HBS particles.
Groups of adipocytes were separated by the injected
HBS (Fig. 5) and HBS cells could be seen between
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Fig. 5. A and B, Adipose tissue pushed apart without
changing shape. A, magnification = 400.B, magnifica-
tion = 800. 3 = heparinized blood solution marker;
4 = adipocytes. [Color figure can be viewed at wileyonli
nelibrary.com]

them (Fig. 5). The adipocytes were not compressed
or deformed by the injected HBS.

Artifacts were easily identified. They were translucent
and clearly did not belong in a specific compartment. It
was not possible to show the exact points where a

Fig. 7. Sonogram of a popliteal sciatic nerve from this
study. Numerous fluid-filled “doughnuts” are formed (D1,
D2, D3, and D4). The tibial nerve component of the popliteal
sciatic nerve is marked as T and C is its common peroneal
(fibular) component. The various membranes marked as M?
cannot be identified with the ultrasound used for this study.
PA is the popliteal artery. [Color figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com]

membrane had been penetrated on the two-

dimensional histological slides. In any case, demon-
strating the exact points of injection was not the objec-
tive of this study.

There was no intramuscular spread from extra-
neural subepimyseal injection, probably because
the epimyseal
rier (Fig. 6).

layer formed an effective bar-

Fig. 6. No intramuscular spread due to epimysium (magnification x 480). 3 = hep-
arinized blood solution marker; 7 = epimysium; 8 = muscle fibers. [Color figure can

be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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Fig. 8. Sonogram thatillustrate the numerous fluid-filled spaces (D1, D2, and D3) and
the needle (arrows) clearly being placed intraneurally, which we tried to avoid in this study.
(A) Popliteal sciatic nerve before injection of HBS. (B) Popliteal sciatic nerve after injection
of HBS. (C) Tibial nerve before needle placement and HBS injection. (D) Tibial after needle
placement (intraneural accidentally) and HBS injection. 1 = Tibial nerve. 2 = Common
peroneal (fibular) nerve. 3 = Presumably the epineurium*. 4 = Presumably the cir-
cumneurium*. 5 = Popliteal vein. 6 = Popliteal artery. 7 = Presumably circumneural layer
8 = Presumably circumneural layer*. *Can only be confirm with high-definition ultrasound.
[Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

The stained erythrocytes in the HBS served as a
particulate marker of uniform size, approximately
6-7 pum in diameter.

The shape and size of the membranes or barriers
formed by the collagen fibers of the epimyseal, cir-
cumneural, epineural, and perineurium layers
remained unchanged and were not distorted. These
layers were sufficient to retain the erythrocytes within
each compartment, although the compartments
appeared to increase in circumference. However, this
could not be confirmed because we had no pre-
injection measurements for comparison.

Finally, the erythrocytes in the HBS did not form a
thrombus or obstruct the visibility of structures deep
to them in any of the samples examined. The erythro-
cytes were identifiable throughout, as were areas
where tissue compartments had apparently become
enlarged after injection.

DISCUSSION

We describe the use of heparinized erythrocytes
from HBS as an alternative to India ink, methylene
blue, or other dyes as a marker for locating solutions
during simulated ultrasound-guided peripheral nerve
blocks in fresh cadavers. There was no extravasation
of the injected HBS into or out of the compartment
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into which it had been deposited. However, in some
samples, there appeared to have been back-leakage
where the membranes had been damaged by the
injecting needle.

We erroneously assumed that the injection that
formed a “doughnut” would be into the subepimy-
seal compartment. However, re-examination of the
ultrasound images (Figs. 7 and 8) and the high-
definition images of Karmakar (2015) revealed that
the various membranes cannot be identified with the
regular ultrasound we used, and injection into most
compartments was likely to form such a “doughnut”
(Figs. 7 and 8). What we thought were extraneural
injections (between the epimysium and the circum-
neurium) were therefore not, and most of our
attempted extraneural injections were in fact intra-
neural. Krediet et al. (2014) found that one in six
ultrasound-guided nerve blocks performed by physi-
cians experienced in ultrasound-guided nerve blocks
were actually intraneural despite attempts to avoid
this. In our study, this number, however, must have
been much higher, even approaching 100%. We
speculate that if the Krediet group, who studied live
patients, had had the opportunity to examine the
nerves histologically after their injections, their inci-
dence of intraneural injection would perhaps have
been closer to ours.



Anticoagulated blood collected from patients was
used instead of banked blood because the integrity of
stored red blood cells requires further research;
expired banked blood would be easier to obtain. The
HBS from different samples never came into contact
with each other — neither before nor during the per-
formance of a “block.” This and the fact that we visu-
ally inspected the HBS cells under a microscope ruled
out the possibility of any destruction to the cells
caused by antigen-antibody reactions. Light micros-
copy of the slices containing the nerve and neighbor-
ing tissue revealed the compartment into which the
solution had been injected. Intraneural injection deep
to the epineurium was apparent in most instances,
but it was accidental not intentional.

A number of concentric compartments containing
fat cells were identified around the nerve fascicles
(Fig. 1). The number and shape of these compart-
ments varied according to the nerves examined and
their locations. The doughnut-shaped image produced
on ultrasound with a specific technique could there-
fore differ depending on the position of the needle tip
and the type of nerve. This marker enabled us to
study the exact locations of the different membranes
surrounding the nerves and the compartments they
formed. Although we found no HBS in the endoneuria
of the fascicles, we could see erythrocytes between
the layers of the perineurium, nor did we find any adi-
pocytes inside any of the fascicles. Orebaugh and
coworkers probably found the same, although their
image that suggested it intrafascicular spread, was of
relatively low magnification and was not wholly clear
(Orebaugh et al., 2010). Also, they did not study
peripheral nerves but central spinal nerve roots and
trunks, which could be different.

One limitation of the study was that the HBS was
injected under ultrasound guidance not direct vision.
The authors therefore assumed that the injection was
into the subepimyseal compartment between the epi-
mysium and circumneurium — as anesthesiologists
generally assume when they observe the formation of
a “doughnut” sign — which was clearly not the case.
In future studies, researchers could elect to inject the
marker under direct vision into specific nerve com-
partments. This will most probably remove all ques-
tions about possible postmortem tissue degradation
and diffusion. A further limitation was that HBS does
not resemble LA in molecular size, so its diffusion
properties must differ. However, the purpose of the
study was not to examine LA spread and final diffu-
sion but to evaluate a marker that could better reveal
the complexities of the nerve membranes and help us
better study the microscopic architecture of nerve
membranes. Finally, back-leakage during indirect
(ultrasound-guided) injection could have been prob-
lematic, and further studies to clarify the term “intra-
neural injection” are warranted. The technology with
this marker would probably make such studies more
feasible, but further research is warranted to clarify
this. Finally, it could be argued that the HBS was in
fact injected extraneurally as intended and that it
leaked into the nerves because the membranes had
undergone postmortem changes. However, if this
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were the case, it cannot explain why the leakage
through the membranes into the nerves was unidirec-
tional and not out of the nerve compartments as well
as clearly seen in Figures 4 and 6. Not only did the
HBS not leak into the compartment, it also did not
leak out of the compartments. Postmortem changes,
if present, would permit leakage of the cells in both
directions. The only possible explanation is that the
HBS was inadvertently deposited inside the nerves
and then, apart for the small amounts that leaked
back through the needle puncture holes, remained
inside the compartment into which it had been
injected.

CONCLUSIONS

HBS is readily available and compatible with most
histological techniques. Its particles are uniform and
predictable in size and shape, and it is easily identified
by light microscopy. This technique enabled us to
study the longitudinal and circumferential spread in
all nerve compartments and to collect data for better
interpretation of factors influencing an anesthetic
nerve block and situations in which complications
could possibly arise. HBS seemed superior to other
markers because it did not leave the compartments
into which it had been injected, did not distort the tis-
sue, and was easily visible under the light microscope.
Future studies will enable us to use this technique to
specifically study deliberate intraneural injection as
well as to correlate the histological findings with the
images seen on ultrasound.
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“Lomds cﬁfici[ es tomar la decision de actuar,

lo demds es pura tenacidad”

Amelia Earhart
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7. DISCUSSIO.

A partir dels resultats obtinguts en aquesta Tesi, s’ha demostrat que I'arquitectura
microanatomica del nervi ciatic de 6 especies de mamifers, inclosa la humana,
difereix en les variables estudiades. A més, s’ha demostrat la utilitat de la soluci6

de sang heparinitzada com marcador d’injeccions intraneurals.

Variacions macroanatomiques evidents entre les grans i petites especies en les
variables relatives a la seccié transversal i circumferencia del nervi eren
esperables degut a la diferencia de mides corporals i d’extremitats entre els
mamifers estudiats. No obstant, la intenci6 de I'estudi va ser demostrar si també es
presentaven diferéncies en relacié amb la microanatomia de cadascun dels nervis

estudiats.

Per poder portar a terme la verificacié de la hipotesi, a part d’estudiar els nervis de
forma parcial a partir dels camps de visié6 que poden aportar els microscopis d’alt
augment, també es van analitzar els talls complets dels nervis a alta magnificacié
amb microscopis d’alta resolucid, permetent la suma integrada de tots els camps

de visié del tall complet del teixit.

A partir d’aquests resultats es van obtenir grans diferéncies en la majoria de
variables analitzades, pero especialment en la relacié FA:TNA, la qual representa la

fraccié de teixit no neural, i a la qual se li atribueix una funci6é protectora dels

fascicles88154,155,

Les diferéncies microanatomiques podrien qiliestionar I'is realitzat fins ara en
diferents models animals per a diferents tipus d’estudis amb la pretensié
d’extrapolar aquests resultats a ’huma i a partir d’aqui generar recomanacions en

la practica clinica.

Diversos tipus d’investigacions mereixen la seva analisi; malgrat que en el nostre
estudi només es van analitzar diferéncies morfologiques, hem de tenir en compte
que aquestes diferencies també afectaran a aspectes bioquimics, fisiologics,
farmacologics i toxicologics. Aquestes diversitats entre els models animals i ’huma

invaliden I'aplicaci6 de les conclusions obtingudes.
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Aquesta seria una explicacié plausible del fet que estudis preclinics exitosos en
certes espécies animals no presentin una correcta correlacié6 amb la cirurgia

regeneradora dels nervis periférics i I'evoluci6 clinica en 'huma?se.

Considerant els nostres resultats, no sembla massa probable que el mateix estudi
experimental reproduit de manera fidedigna en cadascuna de les espeécies

descrites pugui proporcionar els mateixos resultats.

Cal fer esment que a part de les diferéncies microanatomiques, molt probablement
puguin existir diferéncies en altres propietats dels nervis tal com la permeabilitat
de les membranes, fent encara més qliestionable I'extrapolacié directa a '’huma de
dites conclusions sense incoérrer en imprecisions. No obstant, aquest tipus
d’estudis no han pogut ser considerats com objectius del nostre estudi per la seva

heterogeneitat.

Les lesions nervioses periferiques associades a la practica de bloquejos anestesics i
injeccions intraneurals suposen una patologia poc freqlient pero en I'actualitat no
es disposa d’'una incidéncia real ja que la bibliografia existent es limita a estudis
observacionals. A més a més, el fet de no disposar d’'una homogeneitat en els
criteris d’identificacié de la lesié nerviosa dificulta encara més poder disposar de
I'escenari actual’>’. Afortunadament, la majoria de lesions nervioses relacionades
amb la practica prévia d’'una tecnica d’anesteésia regional es presenten en forma
d’alteraci6 sensitiva i no motora, no augmenten el temps de recuperacié del
pacient i s6n autolimitades; tanmateix, cal destacar que un 0,01-0,04% pot acabar
presentant una afectaci6 nerviosa permanent!>8-161 Tot i representar una
incidencia forga baixa, considerant la important repercussié que pot comportar pel
pacient, pel propi metge i per la societat, és necessari seguir investigant per

millorar la prevencid, el diagnostic precoc i el tractament de les mateixes.

Fins a l'actualitat, sempre s’ha considerat que les injeccions intraneurals anaven
indiscutiblement associades a lesié nerviosa, motiu pel que sempre es recomanava
tenir especial cura en posicionar la punta de l'agulla en el teixit extraneural
(compartiment gras extraneural)162. No obstant aix0, estudis recents van comengar
a questionar aquesta teoria en demostrar que certes injeccions a nivell intraneural
no només eren segures i no ocasionaven sequieles nervioses siné que a més a més,

podrien ser desitjables en certs casos per assegurar un bloqueig nervios
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complet1163-166, [,a majoria d’aquests estudis van ser notificacions de puncions
intraneurals accidentals pero en alguns casos també deliberades, iniciant d’aquesta

manera el debat sobre si les injeccions intraneurals eren realment tant lesives.

La denominacié ben delimitada dels diferents compartiments del nervi en “fora i
dins” del nervi i les possibles localitzacions de la punta de I’agulla respecte el nervi,
plantegen tot un ventall de possibilitats i ha motivat que alguns investigadors
aprofundissin en el complex estudi de les lesions intraneurals. El tema és més
complex del que podria semblar, atés que I'is durant tots aquests anys d’una
terminologia poc clara i en certes ocasions no apropiada per resultar ambivalent,

ha afegit més confusié al tema.

Per aquest motiu, va ser necessari aprofundir en el coneixement intern del nervi i
dels teixits que I'envolten per poder esclarir conceptes tan basics com el limit del
nervi en casos tan complexes com el nervi ciatic. Aquests limits s6n més facilment
identificables en nervis simples com el nervi media, nervi cubital o nervi radial i,
per aquesta rad, motiva un estudi individualitzat de cada nervi. Aquest fet ha
suscitat parlar d’'injeccions intraneurals en el nervi ciatic quan, de fet, en realitat es
tracten de técniques extraneurals. L’explicaci6 radica en que des d'un punt de vista
macroscopic, el nervi ciatic és un nervi que manté la seva individualitat, pero des
d’'una visié microscopica, el nervi ciatic no és una entitat propia siné la suma de
dos nervis, el tibial i el peroneo comu ja des del seu origen. Aquest és el motiu pel
que la divisi6 macroscopica en les dues branques pugui océrrer en qualsevol punt
del trajecte, malgrat el més freqlient sigui en la regié poplitia. El nervi ciatic
presenta un compartiment gras limitat per una membrana de circumneuri que
envolta els dos nervis en el seu interior, sent aquesta una de les confusions
habituals, tenint en compte que durant décades es va confondre aquesta
membrana amb I'epineurium. Una injeccié dins d’aquest compartiment gras s’ha
considerat fins ara una injeccié intraneural quan de fet la injeccié es produeix fora
d’ambdds nervis. A diferencia del nervi ciatic, una proposta d’injectar 'anestesic de
la mateixa manera en nervis com el media, el radial o el cubital, si que resultaria en

injeccions intraneurals.
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L’analisi especifica del nervi ciatic té una especial importancia ates que la majoria
dels estudis realitzats sobre especies animals sempre s’han portat a terme en nervi
ciatic.

En l'ambit experimental preclinic, tant Hadzic como Kapur van demostrar en
gossos que les injeccions intraneurals i intrafasciculars s’associaven amb altes
pressions d’administracié i causaven lesions fasciculars amb alteracions cliniques
neurologiques, mentre que les injeccions subepineurals pero extrafasciculars
s’associaven amb pressions més baixes i no presentaven clinica neurological44153,
El fet diferencial entre una circumstancia i I'altra rau en la diferent compliancia de
cadascun dels compartiments. Es ampliament acceptat que el perineuri (format
per cel-lules unides entre elles) que envolta el compartiment intrafasicular
(fascicles) no es distén degut a les fortes unions cel-lulars, les cel-lules no
s’allarguen i, per tant, augmenta la pressié que es genera dins del fascicle fins un
punt maxim en que es trencarien les cel-lules perineurals (el perineuri) produint la

lesio fascicular.

Paral-lelament, Whitlock va realitzar els seus estudis en el camp histologic i va
demostrar que injeccions intrafasciculars de ropivacaina al 0,75% en rates
presentaven més lesi6 histologica que les injeccions extrafascicularslé?.
Possiblement I'efecte neurotoxic directe de I'anestesic local sobre els axons podria

ser el responsable.

En els nervis de totes les especies animals mamiferes existeix I’endoneuri, el
perineuri i l'epineuri, perdo en l'ambit histoldogic i bioquimic, no s’ha pogut
demostrar que les caracteristiques microanatomiques de les diferents capes en
cadascuna de les especies siguin exactament iguals. Des d’'un punt de vista
microanatomic, les variables de numero, radi i circumferéncia de fascicles,
organitzaci6 de grups fasciculars o relaci6 de teixit neural i no neural és clarament
diferent. Per aquest motiu, considerem que l'extrapolaci6 directa a I'huma de
resultats sobre l'origen i resoluci6 de lesions nervioses estudiades sobre nervis
ciatics animals s’ha de realitzar amb precaucié. Encara podria ser més negatiu
realitzar aquestes extrapolacions del nervi ciatic a tots els nervis humans, donades

les marcades diferéncies a nivell intern entre els nervis.
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La relacié FA:TNA tindria especial rellevancia en la valoraci6 de 'efecte iatrogenic
de les agulles utilitzades en la realitzaci6 dels bloquejos d’anestésia regional.
Podria tenir un valor determinant degut a que a major component de teixit no
neural (adip6s), menor vulnerabilitat a patir una lesié neural (axonal). Diversos
estudis han demostrat la diferent incidencia de lesié nerviosa depenent de la zona
del trajecte nervidés que utilitzem; les arrels seran més susceptibles de lesié
nerviosa degut a que presenten un alt percentatge d’area fascicular, com es
demostra en estudis que situen la incidencia en el bloqueig interescalénic en un
3% mentre que, a nivell més distal, el bloqueig supraclavicular només presenta un
0,03%168169, Per aquest motiu, el fet d’escollir nervis d’espécies animals que no
presentin una relaci6 FA:TNA comparable a la del nervi huma, pot comportar

resultats erronis.

A part de la microanatomia del nervi, la mida de I'agulla (tant diametre extern com
intern) en relacié6 amb el nervi també té un rol determinant®8. Resulta forca obvi
tenir en compte que si utilitzem igual calibre d’agulla en diferents especies animals
sense considerar la mida del nervi en qiiestid, els resultats poden arribar a ser

molt divergents i poc comparables entre ells (veure annex).

Un altre tema a valorar és l'elecci6 de I'especie animal que reprodueixi de la
manera més acurada possible l'escenari que es pretén estudiar per poder
extrapolar els resultats. Sobretot en el tema de les lesions nervioses associades a
I'anestesia regional i, en particular, en l'estudi de les lesiones intraneurals, no
sempre s’ha utilitzat el model experimental més apropiat. Entre els multiples
factors destacaria el fet que la majoria de grups investigadors estan limitats en
I'accés a les especies experimentals; estan supeditats als recursos disponibles del
laboratori i no poden escollir I’especie animal apropiada siné que utilitzen les de
més facil accés. Es per aquest motiu que existeix un condicionament inicial que en
molts casos és inevitable i, justament per aix0, seria important utilitzar agulles
proporcionals a la mida del nervi per no afegir més biaixos. Sobretot en l'estudi de
les lesions intra o extrafasciculars escollir I'agulla proporcional al nervi és
fonamental per poder millorar la correlacié entre les troballes i la practica clinica
humana. Cal esmentar que el sol fet del contacte entre agulla i nervi ja produeix

una resposta inflamatoria amb una série de canvis a nivell cel-lular de la neurona
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amb expressié alterada dels canals de membrana o de neuropeptidsi’0171; de la
mateixa manera, pel propi mecanisme traumatic de l'agulla travessant la beina
perineural, es pot produir lesié o herniacié fascicular!’2, Kirchmair va realitzar un
estudi en model porci avaluant els potencials d’acci6 muscular durant
I'avangament d’'una agulla i va demostrar que es produia un descens en 'amplitud
del potencial d’acci6 que indicava un bloqueig de conduccié i una alteracié
funcional; en injectar serum sali de manera continuada empitjorava el bloqueig de

la conduccio6 i el swelling evidenciat per ecografial?s.

Referent a la configuracio6 del disseny del bisell de 'agulla, es van realitzar estudis
amb bisell curt (30-45°) i bisell llarg (12°) per demostrar la probabilitat de lesié
fascicular i també es va demostrar que I'orientacié del propi bisell podria tenir un
paper important en la possibilitat de lesi6 nerviosal’4. Selander va observar en el
nervi ciatic del conill que els bisells curts, pel fet de ser menys afilats, desplagaven
els fascicles i, per tant, es lesionaven menys 10 i aquest fet també es va confirmar en
estudis amb cadavers humans!75. Paradoxalment, Rice va basar els seus estudis en
el nervi ciatic de rata i com a conseqiiéncia dels seus resultats histologics i clinics
va demostrar el contrari que Selander, és a dir, que els bisells curts produien
lesions amb una major incidencia, i que a sobre les lesions eren més greus i
perduraven més en el temps (28 dies d’avaluacié) que els bisells llargs®. Ambdues
troballes, aparentment contradictories entre Selander i Rice, podrien ser correctes
degut a que metodologicament eren diferents, tant en 'espéecie animal escollida

com en el tipus d’agulla utilitzada.

En relacié als estudis de toxicitat, 'efecte citotoxic dels AL és proporcional a
diversos factors: tipus, concentraci6 i duracié d’efecte del farmac i lloc exacte del
diposit del farmac!76. En el nostre estudi, I'ds d'un nou marcador ens ha permes
identificar diferents alternatives en la distribuci6 de la soluci6 injectada tant dins
com fora del nervi. Ha quedat palés en els nostres resultats la gran dificultat i quasi
impossibilitat de realitzar injeccions dins dels fascicles humans i d’alguns animals,
inclis quan la intencié era precisament aquesta i s’utilitzaren grans volums per
sobre dels utilitzats en la practica clinica habitual per intentar reproduir les

condicions més adverses.
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Fins ara sempre s’ha responsabilitzat la injeccié6 intraneural de greus
complicacions neurologiques i s’ha assumit que la injecci6 intrafascicular es
produia paral-lelament a la injecci6 intraneural. Els nostres resultats s’oposen a
aquestes idees classiques i mantingudes durant decades. En canvi, si que
compartim l'opinié que la millor condicié per aconseguir un efecte toxic és
introduir la soluci6 dins del fascicle en contacte directe entre els axons i
I'endoneuri, perd és necessari valorar altres aspectes que puguin justificar les

lesions, ja que I'opcié de la injecci6 intrafascicular és poc freqiient.

Cal tenir en compte que l'efecte toxic d'un farmac injectat a nivell extraneural, ja
evidencia canvis histologics en el compartiment extraneural i aquests canvis
augmenten si el dipodsit del farmac ha tingut lloc en una localitzaci6 més interna
cap als fascicles. El tipus d’anestesic local també esta més relacionat amb el grau de
lesié histologica, sent la bupivacaina la que presenta toxicitat a baixes
concentracions per les cel-lules de Schwann en estudis amb ratesl7¢, Els
mecanismes toxics dels AL sén molt variats i, malgrat que es desconeixen els
fenomens exactes implicats, es produeixen alteracions diverses a nivell de
senyalitzacié neuronal, de la concentraci6 de calci intracel-lular, de la fosforilacié
oxidativa, de la producci6 de radicals lliures d’oxigen o inclds induccidé
d’apoptosi>1171, També és important recordar el mecanisme de lesié isquemica
associada als AL per l'efecte que provoca a nivell de la membrana perineural, amb
alteracié de la permeabilitat i desenvolupament d’edema intrafascicular i augment
de la pressié del fluid endoneural dins de les fibres nervioses!’’; no obstant aixo,
cal mencionar que el nervi periferic presenta una alta tolerancia als efectes
isquemics, motiu pel que aquest fet no sembla ser un factor molt contribuent!>’. En
el moment actual no disposem d’estudis comparatius entre diferents espécies
animals que avaluin la diferent sensibilitat i llindars de canvi davant 'efecte toxic
dels AL a diferent concentracié6 per dins o fora del nervi. Havent valorat els
resultats del nostre estudi, és logic esperar que la resposta no sigui igual en totes

les especies.

En el camp de I'estudi de la toxicitat nerviosa en el nervi periferic, novament és
essencial considerar I'area, circumferencia i radis dels fascicles per poder valorar

'efecte toxic dels AL, ates que d’aquestes diferents mesures depenen els processos
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de difusi6é per aconseguir arribar de forma parcial o total als axons d’un fascicle
que pot ser afectat en envoltar-se d’'una solucié toxica. Per tant, tal i com s’ha
demostrat en el nostre estudi, considerant que les especies animals estudiades
(que es corresponen amb algunes de les més utilitzades en el camp experimental)
son heterogenies entre elles, considerem que els resultats i conclusions podrien no

ser valids per a I'espécie humana o, com a minim, no valids en la seva totalitat.

La literatura disponible referent a I'experimentacié animal en lesié6 nerviosa
presenta diverses limitacions importants. Existeix una amplia heterogeneitat en
quant a metodologia, una limitada reproductibilitat dels resultats i una incapacitat
per traduir els resultats a la practica clinica habitual. Segons els resultats del
nostre estudi, molt probablement estigui en intima relaci6 amb el model
experimental utilitzat. La validesa del model animal tindria una relacié molt
estreta amb els objectius del projecte proposat, pero probablement hauria de
basar-se primer en la semblanca amb les caracteristiques microanatomiques entre
els nervis de les espécies i també si fos possible en la semblanga histoquimica de
les estructures que el composen per intentar reproduir un perfil similar en la

funcié de cadascuna d’aquestes estructures.

Amb el nostre estudi, concloem que l'elecci6 del model animal podria variar
depenent de l'objectiu precis de cada estudi. A tall d’exemple, si es considera
necessari disposar de fascicles que presentin la mateixa circumferencia, I'is de les

rates seria una elecci6 encertada ja que és la variable que més s’assembla a I'huma.

Per aquest motiu seria important que en dissenyar estudis preclinics de lesié
nerviosa, injeccions intraneurals o toxicitat, es defineixi el model animal escollit,
demostrant que el substrat microanatomic del model animal és l'idoni per
aconseguir els objectius i d’aquesta manera es podria realitzar una correcta
extrapolaci6 a 'huma. Encara que fins al moment actual no és gens freqiient en els
estudis publicats, si que seria recomanable que en el futur els autors verifiquessin
en estudis preliminars la semblanca microanatomica entre l'’espécie animal
escollida i les mostres humanes per poder obtenir conclusions valides. Si es
persisteix en ignorar aquestes peculiaritats, s’haura de reconeixer que els resultats
i conclusions no poden ser directament extrapolats i només tenen validesa en

I’ambit de I'aplicaci6 veterinaria.
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Un altre factor a tenir en compte, considerant les variacions que es presenten de
forma habitual al llarg d’'un nervi, és I'eleccié de la localitzacié exacta del nervi
utilitzat!>4, definint variables com CSA, niimeros de fascicles, relacio teixit neural i

no neural, etc.

El nostre estudi demostra que l'arquitectura fascicular del nervi ciatic difereix
ampliament entre els models mamifers estudiats, des de les espeécies
oligofasciculars (rata, conill i gos) a les especies multifasciculars (ovella, porc i
huma). Les variacions incloien no només el topograma siné també la mida, nimero

de fascicles i proporci6 de teixit neural i no neural.

Aixi mateix, també ha quedat demostrat per primera vegada la utilitat de
I'ecografia per realitzar estimacions de mides de nervis ciatics en models
experimentals animals degut a que presenta una bona correlacié amb la mateixa
variable mesurada histologicament. Aquest és un punt destacable a favor de
I'ecografia que pot compensar les limitacions actuals de la tecnologia en relacié a la

nul-la capacitat de discernir entre diferents compartiments del nervi.

Atesa la importancia dels diferents compartiments del nervi i amb I'objectiu
d’avancar en 'estudi de les injeccions intraneurals, és imprescindible disposar de
marcadors que romanguin en el lloc d’injeccié de I'agulla, que no alterin el teixit,
que siguin compatibles amb la majoria de tincions i que puguin ser processats
sense deteriorar-se. Fins a l'actualitat, les substancies més utilitzades com
marcadors d’injeccié intraneural durant els bloquejos d’anestesia regional

simulada en cadavers han estat la tinta xinesa i el blau de metile.

Un dels objectius d’aquest estudi va ser trobar una alternativa a la tinta xinesa i
vam utilitzar sang heparinitzada per intentar evitar alguna de les limitacions que
presenten els marcadors habituals. La tinta xinesa ha estat fins ara el marcador
més utilitzat, pero és una solucié compactada amb particules de petita mida pero
no uniformes, atés que la mida de la particula depen del fabricant. Per les seves
caracteristiques, les particules no queden ben fixades al teixit i aix0 pot produir
que la fulla del microtom desplaci aquestes particules sobre la superficie d’'una
lamina tallada de 3 um de gruix. La tinta xinesa també aglutina les particules i
visualment es veu una “taca”, no podent-se identificar de forma individual les

particules. Aquest fet ocasiona que les imatges es puguin observar correctament a
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baixos augments pero la dispersio6 de les particules provoca un aspecte “brut” quan

s’intenten aplicar augments més alts, ocasionant perdua de detalls d’interes.

Per una altra banda, el blau de metile, una solucié blava no particulada, presenta
una gran capacitat de tintar i per aquest motiu de vegades es troba el colorant més
enlla d’on es preveia per efecte de la manipulacié durant la disseccié de la mostra.
Aquest marcador és molt util en disseccions macroscopiques perd desapareix
durant el processament de les mostres per la seva analisi histologica, per efecte

dels solvents utilitzats, el que inhabilita el seu us per estudis microanatomics.

Pel contrari, I'ds de sang heparinitzada ha demostrat ser compatible amb la
majoria de tincions i, pel fet de ser eritrocits, les particules sén de mida i forma
homogeénia i predictible. Aquestes cel-lules, pel fet de no disposar de nucli, sén més
elastiques i poden deformar-se transitoriament per arribar fins als racons més
petits, com ocorre en I'huma en la seva circulacioé pels petits capil-lars del cos. Els
eritrocits es fixen perfectament al teixit on es dipositen, no produint-se cap
desplagament durant el procés de tall amb el microtom. Les particules sén
retingudes pel perineuri, epineuri i les multiples membranes del circumneuri que
limiten els compartiments grassos per fora del nervi. Els eritrocits heparinitzats es
visualitzen com particules independents, podent-se identificar clarament de forma
aillada i aix0 produeix imatges nitides que permeten aplicar alts augments i
analitzar amb detall els fenomens que es produeixen dins del teixit. A més a més,
I'aspecte translicid dels eritrocits és una altra propietat d’interés ja que permet
visualitzar les estructures que hi ha per sota, facilitant la identificaci6 dels

artefactes.

Es important destacar que en el nostre treball no es va identificar cap extravasacié
del HBS injectat dins o fora del compartiment en el que es va dipositar. Aquesta
propietat va possibilitar identificar el lloc exacte per on avangava la solucié
després de ser injectada. Dins del nervi, el marcador sempre es va localitzar dins
del teixit extrafascicular, fora dels fascicles. També va permetre comprovar un fet
menys conegut i és que en ocasions es pot produir una distribucié del marcador
entre les lamines perineurals del perineuri. I com a fet més destacat, I'evidencia
que el marcador no es va trobar dipositat dins dels fascicles malgrat que es van

realitzar injeccions intraneurals deliberades per tal d’aconseguir aquest objectiu.
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L’absencia d’eritrocits dins dels fascicles és un fet no mencionat fins ara i que fa
trontollar el dogma existent durant decades, sobre les injeccions intrafasciculars
com una opcié fora de discussio. Els treballs d’Orebaugh en cadaver és probable
que també presentessin resultats similars perque, malgrat que es suggeria una
propagacio intrafascicular, 'augment optic era relativament baix i les imatges no
excessivament clares. A més, I'objectiu de l'estudi van ser arrels nervioses de la
columna vertebral i troncs i no pas nervis periférics!’8. Tot aquest seguit de
troballes no havien pogut ser determinades fins ara amb 1'ds dels marcadors

convencionals com la tinta xinesa.

El marcador d’eritrocits heparinitzats ha permes comprovar el desti de la solucié
injectada en els bloquejos extraneurals estandards, on aquest ocupava un o més
compartiments grassos proxims al nervi. Els adipocits mantenien la seva integritat
i els eritrocits es localitzaven entre els adipocits que havien estat separats. La
distribucié del marcador dins d’aquests compartiments és el que es denomina en
la practica clinica la forma de “donut” ecograficament. Després de reexaminar les
imatges i basant-nos en les imatges de Karmakarl’?, es va evidenciar que les
diferents membranes de circumneuri no sén identificables amb els equips
d’ecografia dels que disposem habitualment i és molt probable que la imatge de
“donut” pugui ser el resultat de I'ocupacié d’'un o diversos compartiments grassos

per part de la soluci6 injectada.

En alguns casos, les imatges que pensavem que eren injeccions extraneurals (entre
epimisi i circumneuri o entre diferents membranes de circumneuri) van ser, de fet,
parcialment intraneurals. Aquests resultats van en la mateixa linia d’estudis previs
que ja demostraven que inclis en mans expertes, un de cada 6 bloquejos nerviosos

ecoguiats eren en realitat intraneurals malgrat I'intent d’evitar-ho189.

En relaci6 al marcador que es pretenia validar, en comptes d’utilitzar sang
emmagatzemada en bancs, es va optar per escollir sang fresca recollida
directament de pacients humans degut a que la integritat dels globuls rojos
emmagatzemats pot estar compromesa, afegint un efecte d’artefacte per 1'ds
d’eritrocits no integres. Es va procedir a heparinitzar i diluir fins aconseguir la
solucié desitjada i cal mencionar que la sang obtinguda de diferents subjectes no

va entrar mai en contacte ni abans ni durant el bloqueig. Aixi mateix, es van
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estudiar microscopicament les cel-lules del HBS per descartar qualsevol

possibilitat de destrucci6 cel-lular produida per mecanismes antigen-anticos.

Dins de les limitacions del nostre estudi cal mencionar que en I'’estudi comparatiu
de la microanatomia del nervi ciatic procedent de diferents espécies animals no es
van utilitzar primats per no poder-ne tenir disponibilitat. La mida mostral va ser
petita, no obstant aixo, el nimero de mostres estudiades van ser suficients i van
permetre observar les amplies diferencies entre 'arquitectura neural periférica de

cada especie.

En segon lloc, la mitja d’edat de les mostres humanes era més elevada que les
mostres no humanes i podem assumir que amb el procés d’envelliment augmenta
la quantitat de teixit interfascicular degut a I'estrenyiment de les arteries que
irriguen els nervis, la proliferacié endotelial i la fibrosi de la tinica mitjal81-183, No
es van detectar diferéncies significatives en l'arquitectura nerviosa referent als

sexes pero no descartem que puguin existir donada la limitaci6 de les mostres.

En tercer lloc, I'is del microscopi optic no ens va permetre diferenciar o
quantificar aspectes com la mielinitzacid, les cel-lules glials, el 1lit vascular o el
fenotip de les fibres nervioses; per aquest motiu, considerem que l'estudi podria
ampliar-se en un futur amb estudis de microscopia electronica per aprofundir en

la microestructura.

En relaci6 a I'ds del nou biomarcador, la injecci6 del HBS en cadaver huma va ser
realitzada sota visié ecografica i no directa. D’aquesta forma es va assumir que la
injeccié estava en el compartiment subepimisari, entre epimisi i circumneuri, o bé
dins dels compartiments grassos limitats per dues membranes de circumneuri,
seguint la practica clinica habitual durant la realitzaci6 dels bloquejos anestesics
nerviosos. L’objectiu de I'estudi no era valorar la difusié de la solucié a través de
les membranes siné avaluar si el HBS era capa¢ de mostrar dades sobre la
distribucié d’'una solucié injectada que ocorre immediatament després d’una
injeccié i aixi avancar en el coneixement de l'arquitectura microscopica de les
estructures internes dels nervis. Per contrari, les injeccions intraneurals en els
nervis ciatics d’animals es van realitzar sota visié directa després d’haver-los

exposat per dissecci6. En els animals es va modificar el procediment degut al
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menor diametre dels nervis i per poder assegurar la injeccié intraneural, evitant la

perdua de marcador per fora del nervi.
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8. NOVES LINIES D’INVESTIGACIO.

Els resultats obtinguts en aquesta Tesi ens permetran aprofundir en aspectes

basics en el camp de les lesions nervioses.

L'interes del grup de recerca s'esta centrant en crear una base de dades de mostres
histologiques, tant de nervi no huma com huma per poder comparar-los i establir
similituds. Un cop caracteritzats els nervis i realitzades les comparacions, es
procedira a dur a terme estudis in vivo de lesi6 nerviosa associada a I'anestesia

regional.

Aix{ mateix, no només es pretén avangar en el coneixement de 1'SNP, siné que
estem iniciant noves linies en l'estudi de les meninges del SNC de models

experimentals no humans (Fotografia 31, Fotografia 32 / Fotografia 33).
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Fotografia 31. Disseccié de les meninges de conill. (a): inici de laminectomia; (b): detall d’arrel
nerviosa; (c): lesié dural accidental; (d): exposicié de les meninges, (e): meninges completament
disseccionades.

182



Noves Linies d’Investigaci

}
Jipidt B

,mf{” me M#’g’w’w w t“:»murmm \\\‘“\\\,\

b Wiy S\ b A

Fotografia 32. Disseccié6 de meninges de porc. (a): laminectomia parcial, (b): cua de
cavall, (c): meninges completament disseccionades; (d): part cranial de les meninges;
(e): part caudal de les meninges.
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Fotografia 33. Dissecci6 de meninges d'ovella. (a): meninges completament
disseccionades, (b): part cranial de les meninges, (c): part caudal de les meninges.
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9. CONCLUSIONS.

En la present Tesi es confirma la hipotesi generada sobre I'extensa variabilitat de

la microanatomia i la necessitat de validaci6 de l'especie animal més compatible

amb I'huma segons els objectius de I'estudi. També es confirma la utilitat de 1'ds de

sang heparinitzada com a marcador per a l'estudi dels esdeveniments que tenen

lloc tant durant una injeccié anestésica en un bloqueig estandard (per fora del

nervi) com en una injecci6 inadvertida o intencionada dins d'un nervi.

Les conclusions detallades, en base als resultats, serien:

1)

2)

3)

4)

5)

L’espécie animal més compatible amb 'huma depen del nervi a comparar i
de les caracteristiques del nervi en qliesti6. En el nostre estudi no es va
demostrar que cap nervi ciatic de les especies estudiades fos comparable al
ciatic huma ates que presentaven diferencies microestructurals ben
diferenciades.

En experimentacié animal és habitual 1'iis de diferents espécies en el camp
de les lesions nervioses per0d és important tenir en compte que
I'extrapolacié directa a 'huma pot comportar biaixos que poden invalidar
I'extrapolacié i aplicacié en la practica clinica dels pacients.

Els nervis ciatics (inclis de les espécies petites com rata i conill) son
valorables i mesurables per ecografia i presenten una bona correlacié amb
les mesures histologiques.

La sang heparinitzada resulta un marcador util ja que roman en el lloc
d’injeccio6 i no modifica les caracteristiques histologiques de les mostres.

La sang heparinitzada permet un estudi més detallat de la destinacié de les
solucions injectades tant en un bloqueig estandard com en les injeccions
intraneurals, mostrant avantatges sobre 1'is tradicional de la injeccié de la

tinta xinesa.
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ANNEXOS

“Lo que necesitamos es mads gente

esyecia[izacfa en lo imjoosiﬁﬂa”

Theodore Roosevelt.






Annexos

11. ANNEXOS.

Es essencial destacar la importancia de la mida de l'agulla en els estudis de lesié
intraneural respecte al nervi utilitzat (Fotografia 34). Per aquest motiu, el nostre

grup d’investigacié proposa les seglients equivaléncies per poder fer una

extrapolacio6 posterior a ’huma (Taula 5):

Fotografia 34. Relacié de l'agulla i el
teixit nervios.

I N N o N

Area circumferéncia (mm?)

Diametre major (mm) 2,4 4,5 10,5 11,4 10
Diametre menor (mm) 0,6 1,1 2,5 2,3 5,8
Equivaléncia agulla ? 30G 25G 26G 22G

Taula 5. Relacié d'agulles corresponents a cada especie depenent de la mida ecografica del nervi.
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De manera grafica, la importancia de la mida de 'agulla s’exemplifica en el seglient
esquema, on es compara l'area d’'una agulla d'is habitual en les técniques

d’anestesia regional en humans i les arees dels nervis de les espécies animals

usades en estudis d’experimentacié animal:

@ Agulla: 0,005 cm? (22G)
@ Rata: 0,010 cm?
@® cConill: 0,030 cm?
~ Ovella: 0,175 cm?
® Porc: 0,195 cm?
® Huma: 0,559 cm?

Figura 21. Representacié de la relacié de mides de nervi ciatic i una agulla de practica clinica habitual
en huma
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“Tlenes que bailar como si nadie te estuviera viendo,
amar como si nunca te hubieran herido,
cantar como si nadie te estuviera escuchando

Y vivir como si el cielo estuviera en la tierra”

William W. Purkey.

Barcelona, Abril 2019.
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