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Efecto de la administracion directa de
acido hialuronico en la regeneracion de
un nervio periférico seccionado

(Effect of the direct administration of hyaluronic acid in the regeneration of a sectioned
peripheral nerve)

Arturo Silva Cuevas,* Rosa E Soriano Rosales,* Beatriz E Pérez Guillé,* Gloria Sicilia Argumedo,**
Rosa Ma. Vigueras Villasefior,** Gabriela Reyes Torres**!

RESUMEN

Estudios previos han demostrado el restablecimiento de la funcién del nervio ciatico seccionado mediante la aplicacién de fac-
tores de crecimiento nervioso, que aumentan el nimero de conexiones axonales y el grosor de su mielina. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la regeneracion del nervio ciatico seccionado y el restablecimiento de la funcién nerviosa, mediante la apli-
cacion directa de acido hialurénico. Se utilizaron 45 ratas Wistar de 250-300 g de peso. Se formaron 3 grupos de 15 animales
cada uno. El grupo 1 se utilizé como control sano, a los grupos 2 y 3 se les realizé seccion del nervio ciatico, al grupo 2 se le
administro en el sitio de la plastia solucién salina fisiolégica y al 3 directamente acido hialurénico al 20%. A todos los grupos se
les practicaron pruebas de marcha a las 5 semanas, en el grupo 1 se encontr6 diferencia en: sensibilidad, movimiento de tarso,
apertura de los dedos y prension comparado con los grupos 2 y 3. El andlisis histol6gico mostré en los animales del grupo 3 un
mayor nimero de axones conectados comparado con el grupo 2. Consideramos que el uso de acido hialurénico inyectado en
forma directa mejora el proceso de regeneracién del nervio ciatico seccionado en la rata.

Palabras clave: Acido hialurdnico, regeneracion, neural.
SUMMARY

Previous studies have shown the re-establishment of the function of a sectioned sciatic nerve by the application of nerve growth fac-
tors that increase the number of axonal connections and the thickness of the myelin sheath. The aim of this study was to assess the
regeneration of the sectioned sciatic nerve and its function by the direct application of hyaluronic acid. A total of 45 Wistar rats weigh-
ing 250-300 g were used and divided into three groups of 15 rats each. Group 1 was used as the healthy control group, group 2 was
administered physiologic saline solution at the plasty site and group 3 received 20% hyaluronic acid on the sectioned area. All groups
were subjected to gait tests at 5 weeks. Group 1 showed differences in: sensitivity, tarsal movement, finger opening and grasping com-
pared to groups 2 and 3. The histologic analysis showed that the animals in group 3 had a greater number of axons connected com-
pared with group 2. We believe the direct use of injected hyaluronic acid improves the regeneration process of the sectioned sciatic
nerve in the rat.

Key words: Hyaluronic acid, neural, regeneration.

INTRODUCCION

El proceso de cicatrizacion de un nervio periférico seccio-
nado interfiere en el sitio de reparacién de la regeneracion
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axonal, por la presencia de fibrosis y células inflamatorias.
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Experimentalmente se han utilizado algunas sustancias que
mejoran este proceso, disminuyendo la fibrosis y la infiltra-
cién leucocitaria; Kontoleon y col. en 1985, con el empleo
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de la hormona de crecimiento y triyodotironina, reportaron
un aumento en la velocidad de regeneracion del nervio cia-
tico cuando éste fue lesionado por compresion. En un tra-
bajo similar con ratas hipofisectomizadas, Kanje y cols.?
encontraron aumento en la velocidad de regeneracion de
un nervio lesionado, al aplicar hormona de crecimiento. Por
otro lado, con oxigeno hiperbarico Zamboni y col.® obser-
varon mejoria funcional de un nervio seccionado, pero un
afio después, Santos y cols.* no encontraron ninguna mejo-
ria empleando el mismo tratamiento. Kanje y cols.,® repor-
taron inhibicion del proceso de regeneracion de los cabos
en el nervio seccionado al utilizar drogas inhibidoras del
crecimiento celular como vinblastina y mitomicina. En
otros estudios de seccion del nervio se ha demostrado
regeneracion de los axones de las neuronas ganglionares
y el restablecimiento de su funcién, mediante la aplica-
cion de factores de crecimiento nervioso, que aumentan
el nimero de axones conectados y el grosor de su mieli-
na. También se les ha atribuido un papel benéfico en la
regeneracion axonal a la matriz de fibrina, laminina, tes-
tosterona, gangliésidos GM-1, catalasa y al factor de cre-
cimiento aciddfilo de fibroblastos.® En estudios sobre el
proceso de cicatrizacion fetal se ha encontrado que ésta se
realiza sin infiltracion celular y sin fibrosis, participando el
acido hialurénico que es un aminoglicano que se encuentra
en alta concentracidn en la matriz intercelular; éste provo-
ca una alta hidratacion que abre espacios a la movilidad de
las células inflamatorias y a los fibroblastos, los cuales ade-
mas forman una capa de receptores aniénicos que atraen
los factores cationicos de crecimiento necesarios para la ci-
catrizacion, inhibiendo simultaneamente la diferenciacion
celular.”° Seckel y cols.,® en un estudio realizado en ratas
inyectaron &cido hialurdnico alrededor de un nervio perifé-
rico seccionado a través de una guia y observaron que la re-
generacion nerviosa tenia mejor velocidad de conduccion,
debido a un aumento en el nimero de axones conectados y
mielinizados.

Este trabajo propone la administracion directa del acido
hialurénico en el sitio de seccién del nervio periférico, sin
guias u otros aditamentos que pudieran interferir en su re-
generacion, producir una infeccion local o un proceso infla-
matorio de rechazo a cuerpo extrafio, ya que deben
mantenerse mas de una semana y que ademas tendran que
ser extraidas posteriormente como en los estudios realiza-
dos por Seckel® y Sawai.*

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 45 ratas Wistar de 250-300 g de peso, man-
tenidas en condiciones estandar de bioterio con ciclo
luz-obscuridad de 12-12 h, con alimento y agua a libre
acceso. Este trabajo fue previamente aprobado por el
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Comité Institucional para el Cuidado y uso de Animales
de Laboratorio (CICUAL) de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, Diario Oficial, 22
agosto de 2001. Todos los animales fueron sometidos a
anestesia general con una combinacion de ketamina
35mg/kg mas xilacina 3 mg/kg y atropina 0.05 mg/kg por
via intramuscular. Se les practicé una incision en la region
del miembro pélvico izquierdo, cortando o separando
aponeurosis y musculo gliteo para descubrir el tronco
del nervio ciatico y seccionarlo.

Se formaron 3 grupos de 15 animales cada uno; el grupo
1 se utilizd como control sano, el grupo 2 (solucion salina)
considerado como control del grupo experimental, se le
realizo seccion del nervio ciatico, posteriormente se colocd
en cada extremo un punto con seda 7 ceros introduciéndo-
los en un tubo de silicon de 3 mm y calibre 16 6 18 Fr per-
forado en su parte media, por donde se extrajeron los
puntos de seda, quedando afrontado dentro del tubo la
union del nervio, finalmente se aplicd mediante inyecciones
directas en la zona de la plastia solucién salina fisiologica
cada 12 horas en cantidad de 0.2 a 0.3 mL, durante 15 dias
y el grupo 3 (acido hialurénico) fue semejante al grupo 2
pero la solucion inyectada fue de &cido hialurénico al 20%
cada 12 horas durante 15 dias, periodo en el cual sefiala
Wagner! aumentd el didametro de los axones dafiados.
Después de 5 semanas a todos los grupos se les practicaron
pruebas de marcha a fin de evaluar la elevacion de la pata
afectada; si su pie era plano o en garra, la sensibilidad, la
movilidad del tarso, la apertura de los dedos al estimular la
planta del pie con puncidn, y el reflejo de prension.

Todos los animales se sacrificaron con sobredosis de
anestesia, usando para ello pentobarbital sodico. Se ob-
tuvieron muestras del nervio ciatico en el sitio de sec-
cion y se fijaron en formol al 10% en buffer de fosfatos
durante 15 dias. Los tejidos fueron procesados para su
inclusion en parafina, y a la mitad de las muestras por
grupo se les practico cortes transversales y a la otra mi-
tad longitudinales de 5 u de grosor.

Se obtuvieron 4 laminillas con tres cortes en cada uno
y se tifieron con las siguientes técnicas: hematoxilina-eosi-
na, para obtener una vision general del tejido; tricrémica
de Masson, para evidenciar las fibras de colagena; método
de Kliver Barrera, para observar las fibras nerviosas mie-
linizadas; doble impregnacion argéntica (variante de Ba-
rroso Moguel), para mostrar el grado de integridad de las
fibras nerviosas.

Se evaluaron los cortes mediante un analisis semi-
cuantitativo considerando la continuidad del nervio, el
grado de cicatrizacion, inflamacién, presencia de hemo-
rragia, angiogénesis y necrosis. Estos parametros fueron
definidos empleando una escala de 0 a 3 en base a la au-
sencia, ligera, moderada o excesiva expresion de éstos,
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Cuadro 1. Resultados de la prueba de marcha a que se sometieron los tres grupos de ratas, cinco semanas después.

Grupo Sensibilidad Pie Mueve tarso Abre dedos Prensién
Si No Plano Garra No Si No Si No

1 15 0 15 0 0 15 0 15 0

2 7 8 10 52 142 0 152 0 15

3 15 0P 13 2 oP 14 1° 14 1°

@ Comparacion grupo 1vs 2 p < 0.05
® Comparacion grupo 2 vs 3 p < 0.05

respectivamente. El didmetro del axén se determiné
empleando una reglilla ocular bajo el objetivo de 100X.
La densidad de axones se determin6 contando el nime-
ro de éstos contenidos en un area de 500 p? bajo el ob-
jetivo de 100X.

Procesamiento de las muestras para microscopia elec-
trénica: El nervio ciatico de 3 ratas de los grupos 2 y 3 fue
removido, seccionado y fijado en solucién de Karnovsky
modificado. Posteriormente se lavd en solucién amorti-
guadora de cacodilatos 0.1M y se posfijé en solucion 1%
de tetroxido de osmio durante 1 h. Al término de éste, las
muestras se lavaron con agua destilada y se deshidrataron
con alcoholes graduales, posteriormente se pasaron a Oxi-
do de propileno durante 20 minutos. Finalmente las
muestras fueron impregnadas e incluidas en EPON.

Se realizaron cortes finos, los cuales fueron montados
en rejillas de cobre y contrastados con acetato de urani-
lo y nitrato de plomo. Fueron analizados en un micros-
copio electrénico EM-10 (Carl Zeiss) obteniéndose
placas fotogréaficas.

Los resultados de la marcha y sensibilidad se analiza-
ron mediante la prueba de Ji cuadrada. Para los datos
cuantitativos se usé la prueba de ANOVA de una via, y

de Tukey; y los datos cualitativos fueron analizados con
la prueba de Kruskall-Wallis, considerando un nivel de
significativa de 0.05. Los resultados fueron resumidos
con la media aritmética y la dispersion corresponde al
error estandar.

RESULTADOS

En el grupo 3 (&cido hialurénico), se encontré una diferen-
cia estadisticamente significativa en las pruebas de sensibi-
lidad, movimiento de tarso, apertura de dedos y prension
comparado con su grupo control 2 (p < 0.05) (Cuadro 1).

El anélisis histoldgico de los animales tratados con &ci-
do hialurénico (grupo 3) mostré una mayor continuidad
de los nervios al compararse con el grupo con solucién
salina (grupo 2) (p < 0.05) (Figuras 1, 2y 3).

Hubo una disminucién significativa (p < 0.05) en la he-
morragia y la angiogénesis e incremento significativo (p <
0.05) del nimero de axones en un area de 500 2, en los
nervios de animales con administracion de &cido hialuréni-
co, al compararse con los animales sin administracion de
acido hialurénico. Aunque estos parametros fueron me-
nores al grupo control (grupo2).

Cuadro 2. Resultados histolégicos observados en los tres grupos de ratas.

Ndmero de
Contenido Didmetro del axones en
Continuidad de fibras Leucocitos y axéncon  unareade
Grupo del nervio de colagena  Hemorragia Angiogénesis  macréfagos — Necrosis mielina (p) 500 p2
Grupo 1 3+00 0 0.0 0+0.0 0+0.0 000 7.04%+12 69.1+6.3

(Control sano)

Grupo 2 1.09 = 0.30*
(Seccionado)

Grupo 3

2.73 £ 0.47* 2.36 = 0.67* 0.90 + 0.32* 191 = 0.83* 1.00 +0.0* 5.13 +1.1* 16.0 *+ 2.5*

(Seccion +  1.85 & 0.37*** 2,70 £ 0.47* 2.50 + 0.61*** 1.32 & 0.58*** 2.00 & .65* 1.00 £ 0.0* 5.12 & 1.1* 48.7 = 3.6***

hialurénico)

* p < 0.05 respecto al grupo 1
** p < 0.05 respecto al grupo 2 B
Los resultados son expresados como X =+ s.

Los datos cualitativos, se usé la prueba de Kruskall-Wallis y los cuantitativos con la prueba ANOVA de una via, y Tukey.
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El resto de las variables analizadas, es decir el conte-
nido de las fibras de colageno, la presencia de leucocitos
y macroéfagos, la necrosis y el diametro axonal no pre-
sentaron diferencia significativa entre los grupos (p >
0.05); pero los grupos 2 y 3 fueron diferentes al compa-
rarse con el grupo 1 (p < 0.05) (Cuadro 2).

Por microscopia electronica se pudo apreciar que 10s
axones de los animales pertenecientes al grupo con solu-
cion salina (grupo 2) mostraron distintos grados de desmie-
linizacion (Figura 2) y en el perineuro se observé gran
cantidad de fibroblastos y células inflamatorias. Respecto al
grupo tratado con acido hialurénico (grupo 3) se presento

Figura 1. Corte transversal de nervio ciatico normal (grupo 1)
donde se observa un fasciculo (f) del nervio normal, el perineuro
(p), epineuro (ep) y endoneuro (e), dentro del endoneuro se
observan gran cantidad de axones (a) (hematoxilina-eosina).

Figura 2. Corte transversal de nervio ciatico del grupo control (grupo
2), se observan zonas grandes de fibrosis (ZF) y zonas sin tejido (ev),
se aprecia una menor densidad de axones (hematoxilina-eosina 6X).
El recuadro corresponde a una micrografia electrénica de un axén en
donde se aprecia una clara desmielinizacion (25,000 X).
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Figura 3. Corte transversal del nervio ciatico del grupo acido
hialurénico (grupo 3) donde se observan pequefias zonas con
fibrosis (Zf), rodeando los hilos de sutura y gran cantidad de
axones (Hematoxilina-eosina 6X). El recuadro corresponde a una
micrografia electronica en donde se observa un axén con
recuperacion en la integridad de la mielina (25,000 X).

poca desmielinizacion y predominaron areas en perfectas
condiciones; en el perineuro fueron ocasionales la presencia
de células inflamatorias.

DISCUSION

En la actualidad se han incrementado estudios sobre los
procesos de cicatrizacion y regeneracién de tejidos dafia-
dos incluyendo el éseo y el nervioso. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la regeneracién del nervio ciatico sec-
cionado y el restablecimiento de la funcién nerviosa, a tra-
vés de la continuidad de axones mielinizados en nimero'y
calidad satisfactorios mediante la aplicacion directa de aci-
do hialurénico; de una forma similar Mohammad reporta®®
que utilizando productos biodegradables y una guia para in-
yectar factor de crecimiento y &cido hialurénico en un ner-
vio periférico seccionado, obtiene un porcentaje mayor del
45% de axones conectados, al compararlos con los de so-
lucién salina; de la misma manera los resultados que arrojé
el grupo experimental de nuestro trabajo con acido hialuré-
nico mostraron franca mejorfa en la movilidad del tarso y de
los dedos con respecto a su grupo control. El estudio histo-
|6gico reflejo algunas diferencias en el didametro de los axo-
nes ligeramente inferior en el grupo control comparado
con el de &cido hialurénico, éste es un hecho que asi se re-
porta en los nervios periféricos que estan en proceso de
regeneracion;*¢¢ en la microscopia electrénica se mostro
el mismo hecho pero ademas se observd predominio de
areas en perfectas condiciones cuando fueron tratados con
el acido (Figura 3) lo cual consideramos como recupera-

Rev Mex Pediatr 2003; 70(1); 14-18
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cién. Ademas en un estudio realizado por Collier y Cam?
observaron un aumento de la angiogénesis, vascularizacion
y de conduccién eléctrica en el nervio periférico, al utilizar
peliculas impregnadas con compuestos biolégicamente ac-
tivos de &cido hialurénico y un polimero polipirrélico.

Creemos que una mayor cantidad de acido hialurénico
en la zona afectada, influye para que se presente un mayor
numero de axones mielinizados reparados, que son los
gue determinan la recuperacion funcional de la contrac-
cion muscular indispensable para realizar la marcha que
habia sido afectada durante la seccion del nervio.

En conclusién consideramos que la aplicacion direc-
ta del &cido hialurénico mejora el proceso de regenera-
cién del nervio ciatico seccionado de la rata, por
modificar la etapa inicial de la inflamacion. Los hallazgos
de movilidad de los dedos y del tarso, y los datos histo-
I6gicos que mostraron un mayor nimero de axones
mielinizados con respecto al control, nos permite supo-
ner que este aminoglicano aplicado en forma directa
ayudod a obtener estos resultados, sin la posibilidad de
inflamacion o reaccion de rechazo que provocan adita-
mentos extrafios, como son las guias que utilizan otros
autores.s192!

Cabe mencionar que si se pudiera establecer desde el
inicio la aplicacién del &cido hialurénico aunada a una re-
habilitacién continua, estimulando la contraccion del
musculo paralizado por la seccion del nervio, podria me-
jorarse la funcién perdida.
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