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ABSTRACT

Epidermal growth factor (EGF) is a well known mitogen involved in the reparation process of a
variety of tissues, however, no action on peripheral nerve system has been reported so far. In
this study we evaluate the effects of EGF administration on some ultrastructural indicators of
sciatic nerve regeneration after transection in Sprague Dawley rats. The design included five
groups (non operated control, saline control, and three EGF treated groups: 0.5; 5.0, and 10ug/
mL). The administration lasted 20 days. The animals were sacrificed and the samples were
ultrastructurally evaluated at days 21, 60 and 90 post-lesion. It was demonstrated a dose-
dependent effect of EGF on axonal regeneration levels, more pronounced in the group treated
with EGF 10 pug/mL. This result suggests that EGF is a potential candidate for the treatment of
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peripheral nerve disorders.
Keywords: EGF, peripheral nerve injury, sciatic nerve
RESUMEN

El factor de crecimiento epidérmico (FCE) es un reconocido mitdgeno que interviene en los
fendmenos de reparacion de gran variedad de tejidos, no obstante, su accion sobre el sistema
nervioso periférico no ha sido reportada todavia. En este estudio se investigan los efectos de la
administracion de FCE sobre indicadores ultraestructurales de regeneracion del nervio ciatico
transectado de ratas Sprague Dawley. El disefio incluyé cinco grupos (control no operado,
control tratado con solucién salina, y tres grupos tratados con FCE a 0,5; 5,0 y 10,0ug/mL por
via intraperitoneal). La administracion se realizé durante 20 dias. Los animales fueron
sacrificados y se realizo la evaluacion ultraestructural a los 21, 60 y 90 dias postoperatorios. Se
constato efecto dosis dependiente del FCE sobre la regeneracion axonal y mielinica a nivel
ultraestructural, mas pronunciado en el grupo tratado con 10,0ug/mL. Este estudio indica que
existe la posibilidad racional de emplear el FCE en el tratamiento de trastornos de nervios
periféricos.

Palabras claves: FCE, dafo nervioso periférico, nervio ciatico
Introduccion

Los nervios periféricos de los mamiferos son capaces de regenerar cuando han sufrido
transeccion, aplastamiento u otro tipo de lesion. En cualquier caso la regeneracion depende de
la supervivencia de los cuerpos celulares de las neuronas, del brote de axones del cabo
proximal y de la elongacion, la reenvoltura y la maduracion de las nuevas ramas axonales. El
proceso reparativo posterior a la degeneracion walleriana implica fenémenos de inflamacion,
migracion celular y mitosis, ademas de procesos de sintesis y expresion de proteinas de la
matriz extracelular [1, 2]. Experimentos anteriores han demostrado que tras un dafio periférico
los niveles de receptores para algunas citoquinas y factores de crecimiento aumentan
significativamente; de ahi se ha sugerido que el proceso regenerativo puede estar regulado por
estos factores peptidicos. Es un hecho confirmado que las células de Schwann desempefian
una funcién importante en la promocion de la elongacion axonal [3] y aun mas, se han
identificado factores neurotréficos que son producidos por estas células [4, 5]. En la literatura
de los ultimos afios aparecen estudios que relacionan el papel del FCE en el sistema nervioso
central (SNC) [6] por ejemplo, en experimentos con células gliales, induce un alto ritmo de
proliferacion, se ha demostrado su efecto en el aumento de la supervivencia y del crecimiento
de prolongaciones de neuronas subneocorticales de telencéfalo de ratas recién nacidas [7],
amplificando los efectos mediados por receptores para N-metil D-aspartato (NMDA), los que
participan en la reorganizacion de los campos cutaneos de recepcion tras lesion nerviosa
periférica [8].

Estudios recientes han demostrado acciones del FCE en la consolidacién de conexiones
sinapticas durante el desarrollo [9]. Sin embargo, no se ha encontrado informacion relativa a la
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posible funcion de este factor en el proceso restaurador de lesiones nerviosas periféricas. Solo
se conoce que en las células de Schwann aumenta la expresion de receptores para este factor
pocas horas después de ocurrir dafio nervioso. Por otra parte, se ha reportado la presencia de
receptor de FCE inmunorreactivo en el perineurio y células de Schwann de nervios cutaneos
humanos, asi como en los axones y células lamelares de los corpusculos de Meissner y en los
axones, nucleos interno y externo y capsula de los corpusculos de Paccini [10]. El presente
trabajo se disefio para evaluar, a nivel ultraestructural, los efectos de la administracion de FCE
sobre el nervio ciatico transectado en ratas.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 90 ratas machos, de la linea Sprague Dawley, entre nueve y once semanas de
edad y peso promedio entre 200 y 250g. Las ratas se dividieron en cinco grupos de 18
miembros cada uno y fueron anestesiadas con 40mg de pentobarbital sédico intraperitoneal por
kilogramo de peso corporal y luego se rasuré el muslo derecho abarcando el &rea del nervio
ciatico.

Los grupos experimentales fueron los siguientes:

A Control normal (no operado)

B Control salino (lesionado y tratado con solucion salina)
C Tratado con FCE (0,5ug/mL)

D Tratado con FCE (5ug/mL)

E Tratado con FCE (10ug/mL)

Procedimiento quirurgico

El grupo A sirvié sélo como referencia al aspecto morfologico de los nervios normales. Todas
las ratas de los grupos B al E sufrieron el mismo proceder: se expuso el nervio ciatico, al que
se realiz6 seccion transversal seguida de sutura perineural para fijar los cabos proximal y distal,
con hilo 10-0 monofilamentoso. Posteriormente, se procedio al cierre de los planos muscular y
superficial.

Formulacion

El FCE humano recombinante (FCE-hr) fue suministrado por la Subdireccion de Produccién del
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB), La Habana, Cuba. Se elaboraron tres
formulaciones utilizando el FCE-hr como principio activo a concentraciones de 0,5; 5y 10ug de
FCE-hr por mililitro de solucién salina.

Tratamiento

A los animales de los grupos B-E se les administrg, con frecuencia diaria, 1 mL de solucion
salina fisiologica o de la dosis correspondiente de FCE por via intraperitoneal por espacio de
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veinte dias.
Toma de muestras y evaluaciéon microscopica

Se tomaron muestras del nervio ciatico 2mm en direccion distal a la lesion, en cada uno de los
tiempos. Los fragmentos de nervio fueron fijados en glutaraldehido al 3,2%, por 1 h a 4°C,
lavados en tampén cacodilato 0,1 M, pH 7,4 y posteriormente postfijados en tetroxido de osmio
por 1h a 4°C. Se deshidrataron en alcoholes de concentraciones crecientes y se incluyeron
posteriormente en resina Spurr. Se colocaron todas las biopsias de cada grupo en un mismo
frasco, y se incluyeron en diferentes bloques, posteriormente se realizaron cortes ultrafinos de
400 a 500 A a todos los fragmentos (hasta el final de cada blogque), en un ultratome NOVA LKB
y se colocaron en rejillas de 400 cuadriculas, posteriormente fueron observados al microscopio
electronico de transmision (MET). Se tomaron microfotografias de todos los cortes realizados y
de éstas se seleccionaron aleatoriamente doce vistas por grupo en cada tiempo, en las cuales
se evaluo la frecuencia de las variables morfolégicas examinadas. Las muestras para el
analisis por MET fueron examinadas a ciegas.

Indicadores evaluados. Se determind la frecuencia de aparicién de los siguientes cambios
morfologicos en cada grupo, en los tres tiempos examinados:

» Agregados de mitocondrias degeneradas

» Cuerpos laminados intraxonales

* Dilatacion del reticulo endoplasmatico liso (vesiculas axoplasmaticas)
» Cuerpos densos intraxonales

 Pérdida de neurottbulos

* Disolucion de neurofilamentos

 Incremento de fibras colagenas

* Discontinuidad de la vaina de mielina

Analisis estadistico

Para la evaluacion de los parametros morfolégicos en cada uno de los tiempos, se aplico el
Test Chi-cuadrado cuando la naturaleza de los datos lo permitié y la prueba exacta de Fisher
en los casos en que se detectd diferencias. Con el objetivo de estudiar cuanto mas frecuente
era la aparicion de cambios morfolégicos en cada grupo de tratamiento con respecto al control,
se realiz6 un analisis de regresion logistica con cada cambio. Se procedié a la estimacion de
los coeficientes del modelo y de las razones de disparidad (odds ratios). En los casos en que
los datos no se explicaban por el modelo se estimaron las diferencias de proporciones y los
riesgos relativos, medidas que dan la razon de probabilidad entre las proporciones de cada
grupo con respecto al control.

Resultados

Como se esperaba, el grupo B (control salino) fue el que presentd peor evolucién y mayor
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namero e intensidad de cambios morfolégicos respecto al grupo A (nervios sanos) (Figural). A
los 21 dias no se encontro diferencias entre los grupos en cuanto a la frecuencia de los
cambios morfoldgicos evaluados, soélo en el caso de los cuerpos densos intraxonales se pudo
verificar mejoria palpable en el grupo E (10pug/mL) en relacion con el B (control salino) (Tablal).
En la evaluacion intermedia (60 dias) se encontraron diferencias significativas segun el Test
Chi-cuadrado para las variables cuerpos densos intraxonales (X2=9,058; p=0,028) y
discontinuidad de la vaina de mielina (X2=12,420; p=6,075E-03) en relacion con el control B.
Con la aplicacion de la prueba exacta de Fisher se encontraron diferencias significativas para
varios cambios morfolégicos al comparar cada grupo de tratamiento con el control. Entre los
grupos B (control salino) y C (0,5ug/mL) no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas para las variables analizadas (Tabla2).

Figura 1. A: Grupo A, control no operado. Notese la integridad de la vaina mielinica
rodeada por una célula de Schwann. Se observa axoplasma bien organizado (x 8 000).

Figura 1. B: Grupo B, control salino (90 dias). Célula de Schwann con su nucleo (N) y

fibra mielinica con discontinuidades en su vaina (- ); pérdida de neurotubulos,
disoluciéon de neurofilamentos y cuerpo denso intraxonal (CD) (x 10 000).

Figura 2. A: Grupo A, control no operado. Haces de fibras con sus células de Schwann,

se destaca la vaina de mielina continua rodeando axoplasmas en los que no aparecen
alteraciones morfologicas degenerativas.

Figura 2. B: Grupo C, FCE 0,5ug/mL (90 dias). Fibra con mielina discontinua (- ) con

agregados de mitocondrias degeneradas (M), pérdida de neurotubulos y disolucion de
neurofilamentos (x 3 000).

Figura 3. Grupo D, FCE 5ug/mL (90 dias). Célula de Schwann con su nucleo (N), fibras

mielinicas con menor discontinuidad de la vaina (- ). Fibras coldgenas (FC) en la
porcion superior de la toma (x 8 000).

Figura 4. Grupo E, FCE 10 pug/mL (90 dias). Fibra mielinica con vaina continua (-) y

axén de morfologia normal con vesicula axoplasmatica en su interior (VA). Fibras
colagenas (FC) escasas (porcion inferior de la microfotografia) (x 15 000).

A los 90 dias se encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados y el control B
en relacién con todos los cambios morfolégicos evaluados; de nuevo el grupo E (10ug/mL)
desplego el mejor desenlace seguido por los grupos D (5ug/mL) y C (0,5ug/mL) en ese orden,
semejando un efecto dosis dependiente sobre el proceso de regeneracion (Tabla3; Figurasl1-4).
El analisis de regresion logistica arrojo siempre una mayor tendencia de los grupos tratados
con FCE a presentar menores probabilidades de cambios morfologicos, también de modo dosis
dependiente. En el dltimo momento evaluado la mayoria de las variables presentaron valores
tan pequefios de odds ratios y de probabilidad de cambio que no se ajustaron al modelo; no
obstante, los datos de riesgo relativo favorecieron las probabilidades de no ocurrencia de
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cambios morfolégicos en los animales tratados (datos no mostrados).

Tabla 1. Frecuencia de los cambios morfolégicos por grupo a los 21 dias.

Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E

Cambios morfologicos
Cant| % [[Cant|| % |Cant|| % |[Cant]| %

Agregados de mitocondrias 9 75 |7 58 || 6 50 6 50
degeneradas

Cuerpos laminados 7 58 (|6 50 (15 40 4 33
intraxonales

Dilatacion de reticulo 5 42 |5 42 |14 33 4 33
endoplasmico liso

Cuerpos densos intraxonales 11 92 |7 58 || 7 58 6 50
Pérdida de neurotubulos 10 83 |10 83 || 10 83 9 75
Disolucion de neurofilamentos | 9 75 |19 75 |18 67 6 50
Incremento de fibras colagenas (| 11 92 |10 83 |19 75 8 67
Discontinuidad de la vaina de 11 92 (111 92 |10 83 9 75

mielina

Cant: frecuencia de aparicion del cambio morfoldgico.

Tabla 2. Frecuencia de los cambios morfologicos por grupo a los 60 dias.

Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E

Cambios morfologicos

Cant| % |[Cant| % |[Cant| % | Cant|f %
Agregados de mitocondrias 7 58 5 42 3 25 2 17
degeneradas
Cuerpos laminados 5 42 4 33 3 25 2 17
intraxonales
Dilatacion del reticulo 6 50 5 42 2 17 2 17
endoplasmico liso
Cuerpos densos intraxonales 9 75 6 50 4 33 2 17
Pérdida de neurotubulos 8 17 9 75 5 42 4 33
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Disolucion de neurofilamentos |[ 8 67 8 67 5 42 3 25

Incremento de fibras colagenas || 9 75 8 69 6 50 5 42

Discontinuidad de la vaina de 10 83 9 75 4 33 3 25
mielina

Cant: frecuencia de aparicion del cambio morfologico

Tabla 3. Frecuencia de los cambios morfologicos por grupo a los 90 dias.

Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E
Cambios morfologicos

Cantff % |Cant| % ||Cant| % |[Cant] %

Agregados de mitocondrias 5 42 4 33 2 17 0 0
degeneradas

Cuerpos laminados 4 33 4 33 2 17 1 8
intraxonales

Dilatacion de reticulo 3 25 2 17 2 17 0 0
endoplasmico liso

Cuerpos densos intraxonales 8 67 6 50 3 25 0 0
Pérdida de neurotibulos 6 50 8 67 3 25 0 0
Disolucion de neurofilamentos 5 42 5 42 2 17 0 0
Incremento de fibras colagenas | 7 58 6 50 3 25 1 8
Discontinuidad de la vaina de 8 67 6 50 2 17 1 8

mielina

Cant: frecuencia de aparicion del cambio morfologico
Discusion

En este estudio hemos empleado un modelo in vivo de lesion nerviosa periférica, con miras a
evaluar la recuperacion a nivel ultraestructural de las fibras nerviosas transectadas, sometidas
a tratamiento con tres dosis de FCE-hr administrado por via sistémica. Partiendo de los
hallazgos experimentales en el SNC y de la presencia de receptores para el FCE en células de
Schwann, se concibio la hipotesis de que este factor podria desempefiar alguna funcion en los
fendmenos que conllevan a la regeneracion en el SNP. Nuestros resultados apuntan hacia un
efecto dosis dependiente del FCE en cuanto a la reparacion de las fibras nerviosas,
evidenciado en el analisis ultraestructural. Los datos de MET indican efectos beneficiosos del
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FCE sobre la regeneracion periférica, previniendo la formacién de neuromas. Resulta razonable
plantear que el tratamiento con FCE protegi6 a los cuerpos neuronales de los severos cambios
de la cromatolisis y posibilité la deposicion de una matriz extracelular mejor organizada.

El colageno en el compartimiento endoneural normal esté altamente organizado y forma dos
capas distintas sobre las fibras nerviosas mielinicas y no mielinicas. La orientacion longitudinal
de las fibras de colageno en la capa endoneural externa junto con la membrana basal de la
célula de Schwann juegan un rol importante en la orientacion de los axones que regeneran
luego de lesion periférica. En la medida que las células de Schwann proliferan forman
columnas (bandas de Biingner) rodeadas por la membrana basal [11]. Puesto que estas células
expresan receptores para el FCE, cabria pensar en una accion aceleradora del péptido sobre la
proliferacion de las células de Schwann, y de esta manera acelerar la preparacién del camino
por donde habran de crecer los axones regenerantes.

En tejidos como el epitelio corneal se ha demostrado induccién de la sintesis de fibronectina
por el FCE [12, 13], esta glicoproteina junto a la laminina y el colageno IV son componentes de
la matriz extracelular de capital importancia en los eventos de regeneracion de los nervios
periféricos [14, 15]. Una de las acciones del FCE podria consistir en el incremento de la
produccién de este u otros elementos que contribuyan directamente a la restauracion axonal.
Es plausible, incluso, la idea de que el FCE actue sobre los fibroblastos endoneurales
modulando la produccién de colageno y controlando su organizacion en la etapa de
remodelacion, a juzgar por la disminucién en las fibras colagenas observada en el grupo E
(10pg/mL), lo que supone induccidn de proteasas de la matriz.

Puesto que la disminucion en la aparicién de cambios degenerativos como dilatacion del
reticulo endoplasmatico liso, pérdida de neurotubulos, disolucién de neurofilamentos y
agregados de mitocondrias degeneradas es el principal efecto observado del FCE, y puesto
gue todos son componentes axoplamaticos, cuyo nimero y funcién son regulados por el cuerpo
neuronal, es posible una accion del péptido a nivel central, controlando el transporte de
elementos moleculares desde el cuerpo al axoplasma. Existen reportes que demuestran la
existencia de transporte retrogrado de factores de crecimiento localmente producidos o
administrados por via exdgena hacia el cuerpo neuronal, donde preservan a la célula de los
cambios post-lesionales periféricos e influyen sobre la regeneracion axonal [16, 17]. Bien
documentado esta el hecho de que la regeneracion se afecta por trastornos en el transporte
axonal, que es dependiente de la integridad del citoesqueleto y de la sintesis de proteinas
como la actina y la tubulina [18].

Los estudios anteriores demuestran que la administracion sistémica del factor neurotrofico
ciliar, atenua el déficit neuromuscular en modelos animales de degeneracion de neuronas
motoras. Ademas, el dafio a nervios periféricos por traumatismos, agentes toxicos o neuropatia
diabética puede incrementar el transporte retrogrado y asi la eficacia de factores neurotroficos
exdgenos [19]. Aunque este estudio no arroja evidencias en este sentido esto no niega la
posibilidad de que asi ocurra con el FCE.

Pueden existir limitaciones de este modelo al aplicarlo a humanos por las diferencias en las
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caracteristicas de las lesiones iniciales, las dimensiones del nervio, la complejidad de la
arquitectura fascicular y el tiempo requerido para la regeneracion. De cualquier modo ello es
una aproximacion valida a importantes enfermedades debilitantes y la demostracion de un
efecto hasta hoy no reportado del FCE, lo que abre insospechadas posibilidades a la
investigacion basica y clinica de esta molécula.

Quedan aun algunas cuestiones que dilucidar como la formulacion para la administracion
parenteral del péptido, el tiempo 6ptimo de evaluacion, la dosis adecuada para lograr los
efectos bioldgicos esperados, asi como las poblaciones neuronales sensibles y las posibles
interacciones con otros factores neurotroéficos de efecto probado. Este estudio indica que existe
el potencial para el empleo del FCE en el tratamiento de desordenes de nervios periféricos.
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Figura 1. A: Grupe A, control no aperada, Molese la integri-
dod de la vaina mielinice redecdo por una célulo de Schwann,
e chserva axoplasmo bien erganzado [x 8 000),



Figura 1. B: Grupo B, contrel saline [P0 dios). Céluio de
Schwerann con su nuclee (M) v fibra mielinica con discontinuida-
dez en su vaing [—); pérdida de newrotobulos, disclucian de
neurcfilamentas y cuerpe denso intraxonal [CO) [« 10 D0OY



Figura 2. A: Grupo A, confrol no eperado. Hoces de fibros
con sus células de Schwann, se destoco lo vaino de mielina
continua rodeando axoplasmas en los que ne aparecen alle-
raciones morfolégicas degenaerativas,
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Figura 2. B: Grupo C, FCE 0,5 pg/ml [90 dias). Fibra con
mielina discontinua (—) con ogregodos de mitecondrias de-
generadas (M), pérdida de nevretubules v diselucian de
neurafilamentes [x 3 000,
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Figura 3. Grupo D, FCE 5 ug/mL (%0 dias). Célula de Schwann
con su nucles (M), fibras mielinicas con menor discantinui-
dad de la vaina (—). Fibras colagenas (FC) en la porcidn
superior de la tema (x 8 000
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