Rev. Esp. de Cir. Ost. (79-88) 1990

FACULTAD DE MEDICINA DE ALCALA DE HENARES.
CATEDRA DE TRAUMATOLOGIA.
PROF. A. LOPEZ ALONSO.
FACULTAD DE MEDICINA DE LA LAGUNA

CATEDRA DE ANATOMIA PATOLOGICA.
PROF. A. DIAZ FLORES.

HOSPITAL MILITAR "GOMEZ ULLA".

DEPARTAMENTO DE MEDICINA Y CIRUGIA EXPERIMENTAL.

Regeneracion del Tronco Nervioso Periférico.
Estudio Experimental

L. DIAZ FLORES; Il. FRIEND SICILIA; A. LOPEZ ALONSO; A. AZNAR AZNAR

RESUMEN:

Los autores realizan un estudio en 24 ratas sometidas a axonectomia
parcial subepineural o axonectomiay vaciamiento troncular, con objeto de
valorar el comportamiento de los distintos elementos celulares del nervio
durante la regeneracion nerviosa. Durante el tiempo del experimento las
células perineural es se conservan alrededor de un espacio virtual, lo que se
interpreta como que intervienen como aislante, aiin en condiciones de au-
sencia de fibras nerviosas, impidiendo |laentrada de estructurasvasculares
neoformadasy lacicatrizacion intraperineural. Por todo ello se postula que
el papel de"guia" parael crecimiento de los axonesregenerativos, atribuido
fundamentalmente a las células de SCHWANN, debe ser revisado, en el
sentido de dar un mayor protagonismo a las células perineurales.

Descriptores: Regeneracion Nerviosa. Células de SCHWANN. Células
perineurales.

SUMMARY:

A study of 24 rats with partial subepineural axonectomy or
axonectomy with trunckular casting was madein order to valuethe
role of the diferent cellular elements of the nerve during his rege-
neration. In the experiment the perineural cells persist around a
virtual space. This mean that the cells works like an insulate, also
in absence of nerve fibres, impeding the neoformed vessels entran-
ceand theperineural cicatrizacion. Therole of the SCHWANN cells
is cuestioned in front of the perineural cells importance.

Key Words: NervesRegeneration . SCHWANN Cells. Perineural.
Cells.
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Introduccién

El tronco nervioso periférico esta
formado por las fibras nerviosas recu-
biertasonodeunacapademielinay una
envolturaconjuntiva, que no existe en el
Sistema Nervioso Central y que se dis-
pone dando lugar al endoneuro, peri-
neuro y epineuro.

Cuando se lesionaun nervio periféri-
co seccionandose algunas fibras nervio-
sas, aunque el papel fundamental enlos
fendmenos regenerativos corresponde a
la fibra nerviosa proximal, todos los
restantes elementos del mismo, partici-
pan de una u otra manera para que esta
regeneracién sea posible.

El presente trabajo tiene como objeti-
vo el valorar el comportamiento de los
distintos elementos celulares, o no, en
los fendmenos regenerativos del nervio
cuando es sometido a vaciamiento axo-
nal subepineural, eliminando un frag-
mento de varias fibras nerviosas, pero
conservando el resto de componentes del
mismo.

Material y Método

Se hace un estudio en 24 ratas albinas,
raza Sprague-Dawley, machos, con pesos
comprendidos entre 410y 500 gr. y distribui-
das en dos series homogéneas de 12 ratas
cada una.

Serie n® 1. Axonectomiaparcial  subepi-
neural.- Los 12 animales de esta serie fue-
ron intervenidos bajo anestesia con ketami-
na en inyeccion intraperitoneal (1). Para
ello, larataunavez anestesiada, se colocaen
decubito pronoy con las extremidades en ex-
tension se realiza una incision ventral si-
guiendo el ge longitudinal del fémur, en la
pataizquierda, unavezidentificado el nervio

cidtico se manipulasuavementey se cierrala
incision por planos. En la pata derecha una
vez identificado el nervio ciético en su reco-
rrido anatomico de laregién gluteay tercio
superior de la pata se procede del siguiente
modo:

Bajo control y vision microscoépica se libe-
rael nervio ciético en unos 2 cm de recorrido
y se procede a seccionar transversalmente el
epineuro, abriendo una pequefia ventana, a
través de la cual se liberan los fasciculos
nerviosos y tras la apertura de unaventana
en el perineuro, se seccionan transversal-
mente |os axones. A continuacion se liberael
nervio a1l cm de distanciaproximalmente, se
secciona transversalmente el epineuroy se
liberan los fasciculos intervenidos; poste-
riormente se abre unaventanaen el perineu-
ro a través de la cual se exteriorizan los
axones seccionados distalmente, mediante
traccion y se dejan libres en los tejidos cir-
cundantes (Figura n° 1).

Posteriormente los animales se van sa-
crificando en lotes de tresalos 3, 7, 10y 15
dias respectivamente. En el momento del
sacrificio se obtiene muestra de ambos ner-
vios ciaticos intervenidos y se incluyen en
formol al 10% para estudio por microscopia
optica, o bien en glutaraldehido y tetréxido
de osmio ambos amortiguados en soluciones
buffer de fosfatos, segin MILLONING apH
7'4, para estudio por microscopia electroni-
ca.

Serie n® 2. Axonectomia y Vaciamiento
Troncular.- En esta serie se procede del
mismo modo que en la serie anterior solo que
haciendo un vaciamiento troncular completo
en la pata derecha intervenida. Posterior-
mente los 12 animales se van sacrificando en
lotesde3alos 3, 7, 10y 15 diasy se obtienen
las muestras de ambos nervios ciéaticos para
su estudio.

En todas las muestras fijadas en formol
al 10%, unavez deshidratadas eincluidasen
parafina, se hicieron cortes de 6 micras de
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Figura n® I: Aspecto de la iéenica de vaciamiento subepincural. Obsérvese la apertura distal del epi y perineuro y la
traccién de los grupos de axones a través de la incisidn proximal.

espesor y se tifieron con Hematoxilina-Eosi-
na, Van GIESON vy tricromico de BRAUN,
para su estudio por microscopia 6ptica.

Resultados

Todas las muestras del nervio ciético
izquierdo, o controles, fueron normales.
De su estudio solamente queremos des-
tacar que en todos ellos el epineuro
aparece bien desarrollado y constituido
por diferentes componentes celulares e
intersticiales. En cortes seriados se pudo
poner de manifiesto que en su superficie
se apoyan y discurren numerosas for-
macionesvascul ares linféticasy sangui-
neas, correspondientes a arterias de
pequefio calibrey arteriolas, asi como a
vénulasy pequefias venas, que se conti-
ndan con vasos de territorios préximosy
en profundidad, al atravesar escalona-

damente el resto de la capa epidural
(Figura n® 2).

En el epineuro se aprecia la existen-
cia de tejido fibroso, en el que se distin-
guen fibroblastos y abundantes fibras
colagenas de disposicion longitudinal,
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Iigura n® 2: Caracteristicas en core semifino, de una
arteriola presente en el epineuro del nervio cidtico.
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asi como algunas fibras elasticas. En su
parte mas interna se observan varias
capas de células, cuyo aspecto recuerda
al delascélulasperineurales. El epineu-
ro propiamente dicho se continua en
profundidad por tractos conectivos que
portan los vasos penetrantesy que que-
dan intercalados entre las superficies de
lo que se conoce como perineuro.

El perineuro esta constituido por
células perineurales y componente in-
tercelular, que son atravesados ocasio-
nalmente por finos vasos sanguineos.
Las células perineurales son aplanadas,
muestran nucleos lenticularesy se dis-
ponen en variable nimero de capas en
relacion con el diametro del fasciculo.
Ultraestructuralmente se observan
membranas de cubierta, con numerosas
vesiculas de picnocitosis, que envuelven
un citoplasma laminar, con escasas
organelas. Las células entran en contac-
to con las dispuestas en su misma capa,
para constituir una cubierta continua,
salvo en los sitios de penetracién vascu-
lar, y en su superficie presentan una
manifiesta membrana basal.

El endoneuro esta constituido, a su
Vez por capilares sanguineos penetran-
tes a través del perineuro, con sus cu-
biertas propias, elementos del conectivo
propiamente dichos y componentes in-
testiciales aparentemente de naturale-
za conectiva, formados por células peri-
neurales.

L as fibras nerviosas aparecen rodea-
das por sistemas cilindricos formados,
unos por las células de SCHWANN dis-
puestas en capa unicelular inmediata-
mente adosada ala fibra nerviosa mieli-
nica o amielinica (Figura n® 3), y otros
por células perineural es dispuestas por

una o varias capas de células, depen-
diendo del grosor del fasciculo. Por lo
general oscilan entre 3y 6.

En cuanto alas muestras obtenidas
de la parte derecha, sometidas a AXO-
NECTOMIA PARCIAL SUBEPINEU-
RAL 0 AXONECTOMIAy VACIAMIEN-
TO TRONCULAR, macroscopicamente
mostraban en los diferentes tiempos del
experimento una manifiesta atrofia del
area central, de tal modo eramuy dificil
establecer el trayecto primitivo del ner-
vio, y la formacion de una masa mas o
menos voluminosa, alrededor del &rea
donde se habia efectuado la apertura
proximal en el nervio, la cual se conti-
nuaba con el trayecto proximal de este

0" 4
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Figura n®3: Caracteristicas por microscopia clectronica
delacélula de SCHWANN, rodeada pormembrana basal
¢ intimamente adosada a la cubienta axonal.
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Ultimo. El cabo distal estaba disminuido
discretamente de calibre.

Los estudios de microscopia Optica
mostraban en el area proximal hechos
morfoldgicos correspondientes a los
englobados bajo el concepto de neurona
de amputacién, distinguiéndose nume-
rosas fibras nerviosas desorganizadas y
dispuestas en todas direcciones (Figura
n° 4). Dichas fibras aparecen rodeadas
por células de SCHWANN e inmersas
entre tejidofibrososque separalas unas
delas otras (Figuran® 5y 6). Alrededor
devarias fibras o de cadauna de éstas se
observan siempre células perineurales
delimitantes (Figuran® 7). Segun el mo-
mento evolutivo, las fibras nerviosas
presentan signos regresivos o bien de
regeneracioén de sus cilindrogjes, alavez
que las células de SCHWANN prolife-
ran anarquicamente y se determina
neoangiogénesis y proliferacion fibro-
bléastica (Figura n° 8).

En el segmento distal se comprueban
todos los hechos de la degeneracién
walleriana, es decir, desintegracién de
neurofibrillas, fragmentacion del axony

Figura 4: Caracteristicas del area de axonectomia proxi-
mal, donde sc observan numerosas fibras nerviosas desor-
ganizadas y dispuestas en todas direcciones; entre las
fibras se aprecia abundante tejido conjuntivo.

retraccién longitudinal. A ello se suma
la alteracion de la mielina con ensan-
chamiento de los nédulos de RANVIER
y de los espacios de SCHMIDT-LAN-
DERMANN, asi como formacion de frag-
mentos elipsoides. Por su parte, las célu-

&rl

Figura n* 5: Detalle de celulas penneurales abarcands
libras nerviosas aisladas en ¢l drea que simulan a u

neuroma de amputacion.
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Figuran® 6: Imagen en corte semi-hino del arca de desor
ganizacion [ibrilar.
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Figuran®7: Imagen encone semi-fino delarea de desorganizacion hibrilar. Obsérvese elieido con

-
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juntivode reparacion
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Figura n* 8: Proliferacion muolibroblastica ¢ infiliracion de macrolagos entre el 1ejido fibroso bordeante al muion
nervioso seccionado.
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las de SCHWANN proliferan y dan ori-
gen a los cuerpos de BUNGNER.

En la zona intermedia, desprovista
de axones hemos apreciado que las célu-
las perineurales delimitantes de los
fasciculos se conservan alrededor de un
espacio virtual (Figura n® 9).

Discusion

De las observaciones realizadas en
los nervios controles, podremos sacar la
consecuencia de que en el nervio ciético
normal, los elementos celulares y con-
juntivo-vasculares pueden agruparse en
dos grandes apartados:

a) Tejido conjuntivo que penetraen el
mismo y acompafia a la microvasculari-
zacion, cuya procedencia embriolégica
es mesodérmica; y

Figuran®9: Obscrves $
sin penetracion de tejido de organizacion en ¢l espacio cavitario que delimita.

b) Componentes del tejido conjuntivo
formados por las células de |las envoltu-
ras de fibras nerviosas y fasciculos
(Células de SCHWANN vy células peri-
neurales) cuya procedencia es la cresta
neural.

Estos ultimos elementosrodean alas
fibras nerviosas formando sistemas ci-
lindricos concéntricos que nosotros de-
nominamos "cubierta laminar no con-
juntivo-vascular" y que estan formados
por las células de SCHWANN y por las
células perineurales respectivamente.
Las células de SCHWANN forman una
cubierta laminar unicelular inmediata-
mente adosada ala fibra nerviosamieli-
nicao amielinica. Lascélulasperineura-
les forman el perineuro, que puede con-
siderarse como un cilindro, formado a su
vez por una o varias capas de células,
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normalmente de 3 a6, en relacién con €l
grosor del fasciculo.

La "axonectomia parcial subepineu-
ral", al dejar la cubierta perineural sin
afectar practicamente su continuidad
en un largo segmento nos va a permitir
conocer mejor la capacidad de respuesta
del perineuro y epineuro y estudiarlo
comparativamente al comportamiento
de las células de SCHWANN cuyo im-
portante papel ha sido tradicionalmen-
te en la regeneracion del tronco nervio-
so periférico.

Algunos autores (2, 3) han efectuado
corte del nervio ciatico con el objeto de
conocer la influencia que el mufién dis-
tal ejerce sobre el cabo proximal, idean-
do la colocacién de camaras cilindricas
subendoteliales que dejan los mufiones,
proximal y distal, separados por un
espacio de 10 mm (2) o de camaras de
silicona con un espacio inter-mufién de 6
mm (3). Estas experiencias les permitie-
ron sefialar la dependencia que la rege-
neracién proximal mantenia con respec-
to ala presencia o no de mufién distal.

Ademas de los sistemas previamente
expuestos, se han utilizado manguitos
arteriales (4), milipore (5, 6, 7, 8), tubos
de silicona para rodear areas de sutura
(9), etc.

Como hemos expuesto estas expe-
riencias se han planteado para compro-
bar la accion del mufidon distal a los
tejidos "diana", ya que multiples estu-
dios efectuados in vitro demuestran que
neuronas sensoriales sinapticas (10, 11)
y motoras (12) no sobreviven a menos
gue sean suplementadas con sustratos
condicionados por las células de
SCHWANN.

En el mismo orden de cosas, multi-
plesautores (13, 14, 15, 16) han precisa-
do que la contribucién periférica esen-
cial al crecimiento nervioso proximal es
la estructura conductora formada por el
crecimiento celular del mufién distal.
Tal y como se ha demostrado en cultivos
de tejidos existe un "factor estimulador
de neuritas" capaz de determinar el
crecimiento de prolongacién en la super-
ficie celular de neuronas en cultivo (17,
18, 19).

Por nuestra parte, nos interesa estu-
diar el comportamiento del perineuro
cuando no hay continuidad axoénica. A
este fin desvidbamos los axones proxi-
males seccionados hacia el espacio co-
nectivo intersticial, para evitar el posi-
ble crecimiento de dichos axones. De
esta manera persistia un amplio espacio
recubierto de células perineurales, sin
presencia de fibras en su interior, aun-
gue en el acto operatorio pudiesen pro-
ducirse pequefias extravasaciones san-
guineas en el interior de esta cavidad.

Los resultados obtenidos han sido
muy demostrativosy se pueden resumir
en el hecho de que las células perineura-
les se conservan alrededor de un espacio
virtual. Esto tiene, a nuestro criterio,
una gran importancia, ya que pone de
manifiesto lo siguiente: 1) El perineuro
tiene una gran capacidad aislante, aun
en condiciones de ausencia de las fibras
nerviosas. 2) Dicha capacidad se extien-
de a impedir la entrada de estructuras
vasculares neoformadas, hecho que es
propio de la mayor parte de los territo-
rios organicos y de los que el espacio
envuelto por el perineuro es una de las
expresiones. 3) No se produce multipli-
cacion de las capas perineurales en
ausencia de fibras nerviosas. 4) La per-
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sistenciadel perineuro permite postular
que su capacidad de guiapersiste alin en
ausenciadelas fibras nerviosasy proba-
blemente cuando estas se alteran.

La mayor parte de los autores dan
gran importancia como "guia" de creci-
miento en el mufién distal alas células
de SCHWANN. Nosotros opinamos que
indudablemente, dichas células deben
tener un papel fundamental como in-
ductor del crecimiento, al cual se pueden
sumar otras estructuras del segmento
distal. No obstante, no nos parece que el
papel de "guia" del crecimiento sea pro-
piamente de estas células, en virtud de
las siguientes consideraciones: 1) Las
células de SCHWANN tienen unadispo-
sicion segmentaria, interrumpidaen los
nédulos de RANVIER 2). Cuando se
producen los fendmenos alterativos en
el mufion distal, hay una cierta desorde-
nacion de este componente celular, que
en parte engloba la mielina procedente
de sus propias membranas y adopta
configuracion globulosa.

Por todo ello pensamos que lafuncion
fundamental de "guia de crecimiento”
corresponde a la célula perineural que
es la que mantiene la continuidad ana-
tomica a lo largo de todo el trayecto
nervioso y que es la que no experimenta
fendmenos de discontinuidad, ni de
cambio de morfologia durante el periodo
de tiempo en que el cabo distal es recep-
tivo ala reinervacion.

Los hechos resefiados se confirman
al estudiar la "reaccion que se produce
en el mufién proximal desviado", cuando
se realiza la axonectomia. Efectivamen-
te, observamos que se originaba a modo
de "neurona de amputacién", pero que
cada fibra, o pequefio grupo de fibras

gue inician su crecimiento, queda siem-
pre envuelta por prolongaciones origi-
nadas en la envoltura perineural seccio-
nada proximalmente.

Por todo ello se puede postular que el
papel de "guia" para el crecimiento de
los axones regenerativos, atribuido fun-
damentalmente a las células de
SCHWANN debe ser revisado, en el
sentido de dar un mayor protagonismo a
las células perineurales.
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