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RESUMEN

Se presenta un método simple de lesidn del nervio periférico por pinzamiento del
nervio ciatico, y de evaluacion conductual de la lesiéon y su recuperacion empleando
la marcha sobre una rejilla metalica. La lesion del ciatico dificulta el desplazamiento
de los animales sobre este sustrato como lo demuestran el aumento significativo de
la latencia de escape hacia la caja de habitacion y el incremento de fallos en el
apoyo de la pata lesionada. Empleando este método se evalué el efecto de la
administracion poslesional del complejo vitaminico Compvit B® y del acido orético
(un precursor de nucleétidos de pirimidina) sobre la recuperacion del nervio
dafado. Ambos tratamientos y su combinacidén, mejoraron significativamente la
recuperacion del nervio lesionado al ser comparados con controles tratados con
solucién salina.

Palabras clave: Nervio ciadtico, regeneracién, vitaminas, Compvit B, acido orético.
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ABSTRACT

The paper describes a simple method to injure the peripheral sciatic nerve by
clamping, along with a behavioral test to asses the lesion and its recovery using the
gait on a metallic grid. Sciatic nerve lesion impairs the displacement of the animals
on this surface as demonstrated by the significant increase in the escape latency
towards the room cage and the increased number of stance failures with the injured
leg. Using this method we assessed the effect of post-injury administration of
Compvit B® (vitamin compound) and orotic acid (a pyrimidine-nucleotide
precursor) on the recovery of injured nerve. Both treatments and its combination,
improved significantly the recovery of injured nerve compared to controls treated
with saline solution.

Key words: Sciatic nerve, regeneration, vitamins, Compvit B, orotic acid.

INTRODUCCION

La lesion de nervios periféricos es una consecuencia frecuente de accidentes y
neuropatias de distinto origen.? Aunque muchas de estas lesiones pueden regenerar
espontaneamente, resulta importante contar con medicamentos que puedan promover
y acelerar la recuperacién.®> Las vitaminas del complejo B han sido muy utilizadas
en el tratamiento de neuropatias® y esto ha dado origen a preparados multivitaminicos
con dosis altas de vitaminas B1, B6 y B12. Estos compuestos han sido ampliamente
utilizados para el tratamiento restaurador en lesiones traumaticas y neuropaticas®
aunque faltan ensayos clinicos amplios que confirmen su efectividad.®

Compvit B® es un compuesto vitaminico de produccién nacional que emplea altas
dosis de vitaminas B1, B6 y B12, semejante a otros producidos en otros paises y ha
gozado de gran aceptacién y uso desde su salida al mercado farmacéutico nacional.
Sin embargo, su efectividad promoviendo la regeneracion de nervios periféricos no
ha sido probada experimentalmente.

Ademas de las vitaminas del complejo B, existen otros candidatos potenciales cuya
eficacia debe ser también comprobada para justificar o no, su posible produccion
con fines terapéuticos. Entre ellos se encuentra el acido ordético, también conocido
como vitamina B13, que se encuentra en la leche en bajas concentraciones y es un
excelente precursor de nucleétidos de pirimidina con efectos positivos sobre la memoria
y la neuroplasticidad’ y del cual se sabe ademas, que se incorpora a nervios periféricos.®

Con este propdsito nos dimos a la tarea de introducir y adaptar un modelo de lesion
de nervio periférico y un método conductual para evaluar el grado de compromiso
motor y su recuperacion con diferentes tratamientos.

En la primera parte describiremos el desarrollo del modelo experimental, que se
basa en la lesién del nervio ciatico, por ser un nervio de facil acceso y muy usado
en estudios de este tipo.”'° En la segunda parte presentaremos los resultados de la
regeneracidon de nervios periféricos bajo tratamiento con Compvit B, acido ordtico o
la combinacién de ambos, basados en pruebas conductuales.
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METODOS
Animales

Se emplearon ratas machos de 250 g de peso (al inicio del experimento) obtenidas
del Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB,
Bejucal, Cuba). Los animales fueron mantenidos en cajas plasticas translucidas
(5 animales por caja) con libre acceso al agua y alimento bajo condiciones controladas
de temperatura, humedad e iluminacioén (12:12 h luz: oscuridad). En todo momento se
hicieron esfuerzos por reducir al minimo el dolor y malestar ocasionado a los animales
de acuerdo con las Regulaciones para el Uso de Animales de Laboratorio emitidas por
el CENPALAB en 1997.

Lesion del nervio ciatico

Los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral (400 mg/kg) y con una tijera
pequena se corto el pelo de la region dorsal del muslo derecho. A continuacién fueron
colocados sobre un pafio quirdrgico estéril exponiendo la regién rasurada que fue
cuidadosamente limpiada con una torunda embebida en solucién de tiomersal. Se
realizd incision longitudinal (con respecto al eje mayor) en la piel del muslo de unos
4 cm de longitud (figura 1A). Con una pinza de punta roma se decolaron las fascias
subcutaneas y musculares hasta exponer el nervio ciatico que aparece como una
cinta de aproximadamante 1 mm de grosor de color blanco brillante.

Aproximadamente 2 cm proximal al punto de bifurcacion del ciatico se colocé una
pinza de suturas de Mayo que fue cerrada hasta el 3er. paso durante 30 s (Fig. 1B).
La pinza fue retirada, y la piel suturada y tratada con crema antibiética de nitrofurazona.

Evaluacion conductual

Antes de la lesién y una semana después de ella los animales fueron evaluados
conductualmente colocandolos sobre una rejilla metalica de 44 x 44 cm con
aberturas rectangulares de 3,5 x 5 cm situada a 1 m sobre el piso. En el extremo
opuesto de la rejilla se encontraba una caja idéntica a la utilizada para la estancia
de los animales y que estos podian alcanzar desplazandose sobre la rejilla. Se midio
el tiempo (latencia) que tardaban los animales en alcanzar la caja de un maximo
permitido de 3 min (180 s). Se conté ademas el nimero de veces que la pata
derecha de cada animal fallaba en el intento de apoyarse sobre la rejilla (Fig. 1C).
Obsérvese como la pata lesionada incurre en errores de apoyo al caminar sobre la
rejilla (Fig. 1).

En la sesién realizada antes de la lesion se realizaron 3 ensayos con intervalo de
aproximadamente 30 min con el doble propdsito de evaluar a los animales estando
sanos y de familiarizarlos con el sitio de entrenamiento y la posibilidad de retorno
seguro a su caja cruzando la rejilla (motivacion). Para las comparaciones con
animales lesionados se emplearon solamente los resultados del 3er ensayo.

Una semana después de la lesion los animales fueron evaluados de nuevo mediante
un ensayo idéntico al descrito arriba. Se midié también el tiempo de retorno a la caja y
el nimero de fallos con la pata derecha, ahora con el nervio ciatico lesionado (Fig. 1C).

Un ensayo idéntico fue realizado también al finalizar las dos semanas de tratamiento.
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Fig. 1. A. Rata anestesiada mostrando la incision sobre la cara dorsal del muslo para
exponer el nervio cidtico. B. Nervio ciatico pinzado para provocar la lesidn axonal.
C. Rata lesionada y evaluada una semana después con el método descrito en el texto.

Exploracion electrofisioldgica

En algunos animales lesionados no sometidos a tratamiento se realiz6é un estudio
electrofisioldgico para corroborar la efectividad de la lesidn. Bajo narcosis se coloco
un electrodo de estimulacion sobre la rama tibial posterior por detras del maleolo
medial y un electrodo de registro entre el primer y segundo artejos y otro de
referencia entre el tercer y cuarto artejos. Sobre la cola del animal se colocd un
electrodo conectado a tierra. La estimulacion con intensidades crecientes
(estimulador eléctrico SEN-300 Nihon Kohden, Japdn) produjo una respuesta
caracteristica (osciloscopio digital con memoria VC-11 Nihon Kohden, Jap6n) con dos
ondas: la onda M que representa la activacion del musculo por los potenciales de
accion ortodrémicos provocados por el estimulo y la onda F que representa la
activaciéon del musculo por los potenciales de accion antidréomicos y que tiene, por
tanto una latencia mayor (Fig. 2). Notese la reduccion de la amplitud de ambas
ondas y el corrimiento de latencia de la onda F.

Todos los tratamientos se aplicaron en dias alternos durante 2 sem.

A. Lado sano B. Lado lesionado

Fig. 2. Evidencia electrofisioldgica del efecto de la lesion. A la
izquierda (A) se muestra el registro obtenido en la pata no
lesionada en un estudio de conduccion nerviosa (ondas M y F)
y a la derecha (B) la misma técnica realizada en la pata
lesionada del mismo animal. My F: ondas M y F,
respectivamente.
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Tratamiento
Segun el tratamiento aplicado se constituyeron aleatoriamente los siguientes grupos:

Salina (n= 10): tratados con solucion salina fisioldgica por via intraperitoneal

(i.p.).

Compvit (n= 13): tratados con Compvit® en una dosis de 1mL/kg de peso
corporal del farmaco Compvit® (QUIMEFA, La Habana, Cuba) por via
intraperitoneal disuelta en solucién salina fisioldgica, equivalente a la que se usa
comunmente en humanos.

Orodtico (n= 14): tratados con acido orético suspendido en solucidén salina en una
dosis de 100 mg/kg (i.p.).

ComvitOro (n= 7): tratados con una combinacién de orético y Compvit en las
dosis arriba declaradas (i.p.).

Estadistica

Las comparaciones estadisticas fueron realizadas empleando andlisis de varianza
(ANOVA) con mediciones repetidas, seguidos del test de Tukey (post hoc) para
confirmar diferencias entre grupos de tratamiento. En todos los casos fueron
consideradas significativas diferencias en las que p< 0,05.

RESULTADOS

El método de lesidon empleado en este trabajo produjo un defecto evidente en la
motilidad de la pata posterior derecha de los animales lesionados, que se puede
constatar con la simple observacién de sus desplazamientos por la caja durante la
semana de recuperacion. Para cuantificar ese defecto empleamos un método
conductual sencillo, pero eficaz.

Todos los animales incluidos en el experimento fueron entrenados en esta sencilla
prueba conductual antes de la lesidn. Se realizaron 3 ensayos por animal con
intervalo de unos 30 min y se midieron dos variables, la latencia de llegada a la
caja de estancia y la cantidad de fallos al intentar apoyar la pierna derecha sobre la
rejilla. Los resultados de la latencia se muestran en la figura 3.

Latencia (s)
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Fig. 3. Latencia de retorno a la caja evaluada en animales
sanos que se desplazan sobre una rejilla.

264
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2011;30(2):260-270

El andlisis estadistico (ANOVA, mediciones repetidas) demostrd un efecto
significativo de la repeticidon de ensayos, la cual reduce la latencia de retorno a la
caja (F2,110= 13.5040). El analisis post hoc, empleando el test de Tukey demostrd
diferencias estadisticamente significativas entre el primer y segundo ensayos, pero
no entre el segundo vy el tercero, lo que demuestra que los animales aprenden
rapidamente a localizar la caja y regresar a ella. Se muestra la media y el error
estandar de la media.

Algo similar ocurre con el nimero de fallos, como muestra la figura 4. EIl ANOVA
(mediciones repetidas) demostro también un efecto significativo de la repeticion
de ensayos sobre el nimero de fallos de apoyo cometidos por los animales
(F2,110= 27.2006). También en este caso, la reduccion significativa se produjo del
primer ensayo al segundo, pero no del segundo al tercero (test de Tukey),
indicativo de una rapida adaptacion a las nuevas condiciones del sustrato para la
marcha. Se muestra la media y el error estandar de la media.
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Fig. 4. Cantidad de fallos de apoyo con la pata derecha en
animales sanos gue se desplazan sobre una rejilla.

La lesion del nervio cidtico modifica dramaticamente estos resultados cuando esos
mismos animales fueron evaluados una semana después de la lesion. Como se
aprecia en la figura 5, la latencia de escape se incrementa notablemente después
de la lesion si se compara con la medida en el tercer ensayo pre-lesién (ANOVA,
mediciones repetidas: F1,45=142.0186). El significativo aumento de latencia
evidencia las dificultades en la marcha después de la lesién. Se muestra la media y
el error estandar de la media.
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Fig. 5. Comparacidn entre el valor de la latencia de retorno a
la caja en el tercer y Ultimo ensayo antes de la lesion y los
valores obtenidos una semana después de la lesidn del nervio
ciatico en la pata derecha.

Algo similar ocurre con el numero de fallos de apoyo (ANOVA, mediciones
repetidas: F1,45=239.2303; figura 6). Se comparan la cantidad de errores de
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apoyo de la pata derecha (lesionada) el tercer y ultimo ensayo antes de la lesidn,
con los valores obtenidos una semana después de la lesidn del nervio ciatico en la
pata derecha. El significativo aumento de los fallos es otra evidencia de las
dificultades en la marcha después de la lesidn. Se muestran la media y el error
estandar de la media.
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Fig. 6. Se comparan la cantidad de errores de apoyo de la
pata derecha (lesionada) el tercer y ultimo ensayo antes de
la lesién con los valores obtenidos una semana despueés

de la lesidon del nervio ciatico en la pata derecha.

Estos resultados conductuales se deben a la lesidn del nervio como confirma la
reduccion de la amplitud y la prolongacion de latencia de las ondas M y F en la pata
lesionada, comparada con la pata sana contralateral (fig. 2) en la pequefia muestra
estudiada con esta técnica.

El tratamiento con Compvit B, acido orético o la combinacion de ambos produce
una reduccion significativa del nimero de fallos cuando los animales fueron
reevaluados al concluir las 2 sem de tratamiento. Al ser comparados con los
controles tratados con solucion salina (ANOVA simple: F3,42=21.44627) se
comprueban diferencias estadisticamente significativas debidas al tratamiento (Fig. 7).

Efectos de tratamientos sobre los fallos

salina ordtico compvit compvit+orotico

Fig. 7. Efecto de los tratamientos restaurativos empleados.

Debe sefalarse también que también los animales tratados con salina cometieron
menos fallos cuando fueron evaluados después del tratamiento (es decir, 3 sem
después de la lesion) en comparacion con los resultados obtenidos 1 sem después.
El promedio de fallos a la semana fue de 11,571 + 1,288 (mediazerror estandar de
la media) mientras que a las 3 sem se redujo a 3,714 + 0,892 (diferencia
significativa, t de Student para muestras pareadas). El test de Tukey mostré
ademas que todos los grupos tratados con vitaminas cometen menos fallos de
apoyo en relacién con los controles con salina, pero no se encontraron diferencias
entre el tratamiento con Compvit B, el acido ordtico o la combinacién de ambos.
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DISCUSION

La lesidn de nervios periféricos es un método clasico de la neurologia experimental
gue permite estudiar los procesos involucrados en la degeneracién de los axones
dafiados, su eventual regeneracion, asi como métodos para acelerar la recuperacion
morfoldgica y funcional.'**

El nervio cidtico de la rata es el modelo mas comun de lesion de nervio periférico
debido a su facil acceso. En este trabajo hemos empleado el método de lesidn por
aplastamiento propuesto por varios autores®!® por ser una lesién simple,
reproducible y reversible.

La mayor dificultad estriba en las formas de evaluar el defecto funcional
consecutivo a la lesién. Si bien el déficit en la marcha es evidente para cualquier
observador, se hace necesario contar con métodos que permitan cuantificar el
defecto y detectar ligeras diferencias en su evolucién, que no son observables a
simple vista. Los métodos en boga requieren de complejas mediciones realizadas a
partir de impresiones de las huellas de la rata al desplazarse, por ejemplo mojando
las patas en tinta negra o utilizando grabaciones en cinta de video®>''® pero se trata
de procedimientos muy engorrosos y dependientes de tecnologias lejos del alcance
de laboratorios en paises en desarrollo.

El método introducido por nosotros; desplazarse sobre una rejilla y contar los fallos
de apoyo en la pata lesionada ha mostrado, segun nuestros resultados, ser un
método simple y eficaz para detectar y cuantificar las consecuencias de la lesién del
nervio ciatico. Si comparamos los resultados de los animales sanos con los de esos
mismos animales después de la lesidon es evidente como se afecta la calidad del
desplazamiento de los animales sobre este soporte. Este defecto no es solo motor,
sino que incluye también componentes sensoriales (propiocepcién, tacto) que
también se veran afectados por ser el ciatico un nervio mixto.

El entrenamiento de los animales antes de ser lesionados es importante porque
aporta datos que permiten la comparacion antes vs. después como constatacion de
que, efectivamente, se ha producido un dano morfoldgico con expresion funcional.
También es importante porque ese entrenamiento permite a los animales
familiarizarse con el conjunto experimental y, sobre todo, aprender que es posible
escapar de la rejilla y retornar a su jaula. Los resultados que mostramos de esa
sesidon de entrenamiento sugieren que, en efecto, ese aprendizaje ocurre al
comparar los resultados del primer ensayo con el segundo y que es rapido por
cuanto ya no se presentan diferencias entre el segundo y el tercer ensayos. De la
misma forma se hace evidente que los animales también adquieren habilidad para
desplazarse sobre la rejilla como muestran los resultados de la comparacion del
numero de fallos.

La aplicacion de vitaminas del complejo B (Compvit B y acido ordtico) demuestra
gue ambas son efectivas acelerando la recuperacion funcional de la pata dafiada, lo
cual puede atribuirse a una regeneracién mas efectiva del nervio lesionado. Esta
recuperacion es posible en el nervio periférico y existen numerosos estudios que lo
demuestran’>'’ y nuestros resultados lo confirman. La reduccién del nimero de
fallos en el grupo de animales tratados con salina es una evidencia de que en el
periodo de 2 sem que median entre ambas evaluaciones tal proceso ha ocurrido.
Los tratamientos aplicados no actian como iniciadores del proceso, sino como
elementos de apoyo que lo aceleran, lo hacen mas efectivo o ambas.

El proceso de regeneracién nerviosa es complejo e implica no solo el crecimiento de
los cabos axo6nicos dafiados, sino también la activacion de elementos de la glia en

267
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2011;30(2):260-270

procesos tan diversos como la eliminacion del detritus poslesional, la guia del
crecimiento axonal mediante pistas extracelulares y la mielinizacion de los nuevos
cabos axonales distales.!”'° Todos esos procesos celulares demandan un eficiente
metabolismo y el aporte de cofactores y precursores y pueden beneficiarse de un
suplemento adicional de los mismos. Las vitaminas incluidas en Compvit B®
cumplen importantes roles como cofactores en multiples tejidos. El acido orético es,
por otra parte, un precursor de nucleétidos de pirimidina que resultan esenciales
para la sintesis de ARN, proteinas y glicoproteinas.?°

Las técnicas en estudio con vistas a acelerar y mejorar la regeneracién nerviosa
periférica son variadas y van desde la aplicacién de campos eléctricos, hasta el
implante de biomateriales y células en el trayecto de los nervios afectados.?"?® El
uso de terapias de apoyo mediante vitaminas puede constituir un aporte sustancial
a esos propdésitos.
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