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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la situacion problematica

Las lesiones del nervio periférico, definidas como aquellas que afectan a cualquier
nervio fuera del sistema nervioso central (SNC) se han reportado en el 2,8% de
todos los pacientes con traumatismos. Actualmente, el tratamiento, cuando estas
lesiones son de tipo neurotmesis 0 axonotmesis severa, consta de la coaptacion
microquirurgica de los cabos del nervio lesionado. Sin embargo, los resultados a
largo plazo en lesiones severas, generalmente, no son satisfactorios. Neuromas
dolorosos, fibrosis y alteraciones de la sensibilidad o limitaciones en la funcion
motora son algunos de los efectos no deseados que ocurren posteriores a una
regeneracion nerviosa no optima. Estos resultados se ven afectados por diversos

factores: algunos propios de la misma lesion y otros del tratamiento recibido.

Dentro de las caracteristicas que influyen, en el resultado clinico final, esta la
localizacion de la lesion (proximal versus distal al 6rgano efector), el tipo de lesion
(neurapraxia versus axonotmesis versus neurotmesis) y el tiempo transcurrido

entre el momento de la lesion y la reparacion quirdrgica del nervio.

A su vez, actualmente se conocen ciertos agentes coadyuvantes que, mediante el
transporte de elementos celulares y/o troficos al sitio de la lesion, estimulan, de
manera positiva, la regeneracion axonal en lesiones agudas del nervio periférico.
Es por esto que, actualmente, las investigaciones estan avocadas a encontrar

meétodos mas efectivos, los cuales, mas alla de la reparacién quirargica del nervio,



incluyan este tipo de agentes coadyuvantes que permitan obtener resultados

clinicos satisfactorios.

El plasma rico en plaquetas, ampliamente estudiado y utilizado en cirugia plastica,
contiene numerosos factores de crecimiento que inician la angiogénesis y
contribuye a la reparacion de diversos tipos de tejido, mediante el aumento de las
propiedades mitéticas y quimiotacticas de células indiferenciadas, ademas de
diversos factores neurotroficos que produce un efecto positivo en la regeneracion

nerviosa.

La curumina es el principio activo extraido de los rizomas de la circuma longa, una
planta herbacea utilizada como condimento y colorante alimentario que, si bien es
originario del suroeste de la India, crece, se cultiva y se comercializa en diversos

paises de América Latina.

Desde hace algunos afios, la curcumina ha venido siendo estudiada y se ha
demostrado que tiene propiedades antiinflamatorias, anticarcinogénicas y
antioxidantes, asi como un valor terapéutico potencial en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas. Asimismo, es importante mencionar que ha
demostrado la capacidad de inhibir la apoptosis y pérdida neuronal, y de mejorar la
funcién motora posterior a lesiones de médula espinal. Incluso, algunos estudios
recientes ensayan la posibilidad de que, administrada a dosis altas, promueva la

regeneracion axonal en lesiones del nervio periférico.



Sin embargo, ninguno de estos ha estudiado el efecto de ambos agentes
coadyuvantes de manera comparativa, asi como su efecto utilizado de manera
conjunta. En nuestro pais, el tratamiento quirdrgico de las lesiones del nervio
periférico se realiza de manera adecuada en muy pocas instituciones, debido
generalmente a que requiere la infraestructura adecuada y un entrenamiento
especifico en técnicas microquirdrgicas de reparacion nerviosa. Mas adn, en
ninguno de los centros en los que se llevan a cabo estos procedimientos, se utiliza

agentes coadyuvantes. Esto, como es logico, condiciona los resultados clinicos.

En el Instituto Nacional de Salud del Nifio de San Borja, se recibe, de manera
periodica, lesiones nerviosas producto de traumatismos, procedentes de diversas
regiones del Perd. A su vez, es la Unica institucion del pais que realiza cirugias
correctivas de lesiones obstétricas del plexo braquial, una patologia todavia
frecuente en nuestro medio dado el alto porcentaje de partos domiciliarios que aun
conservamos Yy la poca adherencia a los controles prenatales por parte de las

gestantes en nuestro pais.

Es por esto que es importante determinar si la administracion de agentes
coadyuvantes como el plasma rico en plaquetas y la curcumina, que son
disponibles, inocuos, de bajo costo y accesibles en un medio como el nuestro, son
de utilidad en el manejo de lesiones nerviosas y mejoran el proceso de

regeneracion axonal y, por ende, la calidad de vida de los pacientes.



1.2 Formulacién del problema

¢La administracion local de plasma rico en plaquetas y la intraperitoneal de
curcumina mejora la regeneracion axonal en lesiones agudas reparadas del nervio

ciatico en ratas, en el Instituto Nacional de Salud del Nifio, en 20177

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Determinar si la administracion local de plasma rico en plaquetas (PRP) y/o la
administracion intraperitoneal de curcumina mejora la regeneracion axonal en
lesiones agudas reparadas del nervio ciatico en ratas en el Instituto Nacional de

Salud del Nifo, en 2017.

1.3.2 Objetivos especificos
Verificar si la administracion local de plasma rico en plaguetas (PRP) y/o la
administracion intraperitoneal de curcumina muestra mejores resultados en la
evaluacion funcional de reinervacion (Sciatic Functional Index — SFI) en lesiones

agudas reparadas del nervio ciatico en ratas.

Establecer si la administracion local de plasma rico en plaguetas (PRP) y/o la
administracion intraperitoneal de curcumina muestra mejores resultados en el
estudio electromiografico y de neuroconduccién de lesiones agudas reparadas del

nervio ciatico en ratas.



Determinar si la administracion local de plasma rico en plaquetas (PRP) y/o la
administracion intraperitoneal de curcumina muestra un aumento en el nimero de
axones a la evaluacion histolégica de lesiones agudas reparadas del nervio ciatico

en ratas.

1.4 Justificacion
1.4.1 Importancia

A pesar de haber demostrado efectos neuroprotectores y presencia de factores
neurotréficos en ambos agentes, no se han publicado a la fecha estudios que
investiguen el efecto combinado del plasma rico en plaquetas y de la curcumina
sobre la regeneracion axonal en nervios ciaticos lesionados agudamente en ratas,
asi como un analisis comparativo de ambos coadyuvante con resultados a nivel
clinico, electrofisiologico e histolégico. Este estudio servira para determinar si la
aplicacion del plasma rico en plaquetas y de la curcumina produce una mejoria

clinica, electromiografica e histoldgica en nervios lesionados agudamente.

De obtener resultados positivos, estos serdn absolutamente novedosos en el
campo de la cirugia del nervio periférico, servirA como base para estudios
posteriores en seres humanos que puedan ser el sustento de modificaciones en los
protocolos de manejo de lesiones nerviosas, y que lleven a mejoria clinica en un
periodo de tiempo menor y con resultados funcionales superiores a los que se
consigue con el manejo actual, con la consiguiente reduccion de los costos de
hospitalizacion, los costos sociales que implican personas con discapacidades y la

elevacion de la calidad de vida de los pacientes.



1.4.2 Viabilidad
Se dispondra de los ambientes adecuados y el tiempo suficiente para realizar la
investigacion. Se trabajard en coordinacion con especialistas en: neurofisiologia,
anatomia patoldgica y con un médico veterinario encargado del correcto manejo y

cuidado de los animales de experimentacion.

La institucién en la que se desarrollara el estudio (INSN - San Borja) proveera los
recursos materiales para el desarrollo de la investigacion. Se seguiran protocolos
de manejo de animales de experimentacion utilizados en estudios similares
anteriores, y aprobados por el Comité de Etica del INSN-SB. Se utilizara un disefio

metodoldgico, utilizado en estudios previos con resultados satisfactorios.

1.5 Limitaciones

Debido a que el experimento incluye una reparacidn nerviosa, a través de técnicas
microquirdrgicas, la posibilidad de alguna imperfeccion en la técnica o de algun
evento, durante el procedimiento, surge como limitaciones de este estudio.
Asimismo, al trabajar con animales de laboratorio, existe la posibilidad de que

alguno de estos se enferme o muera durante el tiempo de observacion.

Con respecto a los estudios neurofisiologico e histolégico, al ser operador-
dependiente, también cabe la posibilidad de errores en alguna de las técnicas
empleadas para la medicion de potenciales de accion muscular compuestos, de
actividad de reposo o de unidades motoras (en el caso de los estudios
neurofisiolégicos), asi como de errores en alguno de los métodos de procesamiento

de muestras (en el caso de los estudios histologicos).



Por otro lado, al ser un estudio experimental en modelos animales, es aun imposible
generalizar los resultados y utilizarlo como Unico argumento para modificar

protocolos de manejo establecidos.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes
El presente estudio presenta numerosos antecedentes cientificos que avalan el uso
de plasma rico en plaquetas como de curcumina para experimentar sobre

regeneracion nerviosa.

En el afio 2010, un estudio experimental realizado en Corea del Sur comparé el uso
de plasma rico en plaguetas y células madre mesenquimales derivadas del tejido
neural sobre la regeneracion axonal en axotomias del nervio facial en cuyes (guinea
pigs). Se utilizé 24 cuyes divididos en 4 grupos de 6: grupo | (Unicamente reparacion
microquirurgica), grupo Il (reparacion microquirargica + PRP), grupo Il (reparacion
microquirurgica + células madre) y grupo IV (reparacion microquirargica + PRP +
células madre). La medicién de los resultados fue: 1) funcional (cierre de 0jos), 2)
electrofisiolégica, 3) evaluacidbn de factores neurotroficos y 4) evaluacion

histolégica.

La investigacién determiné que, tanto en la evaluacién funcional como en la
electrofisiolégica, los grupos II, 1l 'y IV demostraron mejores resultados en
comparacion al I. En la evaluacion de los factores neurotroficos, el grupo Il mostro
una expresion marcada de estos. En el analisis histolégico, el grupo IV tuvo la
mayor cantidad de axones mielinizados en comparacion con los demas. El trabajo
concluyo que tanto el PRP como las células madre, derivadas de tejido neural,
promueven la regeneracion nerviosa en el nervio facial de los cuyes e, incluso, que

su uso combinado revel6 mayores beneficios que su uso aislado.®



En el afio 2011, una revision, realizada en Los Angeles, EE. UU., resumio varios
aspectos farmacol6gicos in vitro e in vivo de la curcumina, asi como sus
mecanismos de accion subyacentes, sus objetivos a nivel molecular y las vias de
sefalizacion moduladas por la curcumina. La revision (en base a mas de 3000
articulos publicados en PubMed) establecié como conclusiones que, a pesar de ser
un compuesto con poca biodisponibilidad (lo que podria significar una limitacion
para su uso clinico), su bajo costo, seguridad farmacoldgica, eficacia terapéutica
comprobada y posibilidad de objetivos multiples, hacen de la curcumina un agente
prometedor en la prevencién y tratamiento de diversas enfermedades humanas,
mas aun propone que reformulaciones en la curcumina con un mejoramiento de su

biodisponibilidad pueden también ser muy prometedor en el futuro.®

También, en 2011, en Turquia, se realizé un estudio similar que evalu6 el uso de
PRP y el factor de crecimiento similar a la insulina tipo | en lesiones de tipo
neurapraxia en ratas. En este caso, se utilizé 24 ratas y se les dividio en tres grupos:
grupo 1 (control, se administrd solucién salina), grupo 2 (tratado con IGF-I) y grupo
3 (tratado con PRP). Los resultados fueron evaluados mediante el indice funcional
del Ciatico (SFI), mediante una evaluacion de la sensibilidad, conteo de axones y
el diametro del grosor de mielina/axon (G-ratio). El estudio demostré que, si bien el
anico grupo que tuvo mejores resultados estadisticamente significativos en los
estudios funcionales fue el grupo 2, el G-ratio fue significativamente mejor, tanto en

este grupo como en el que utilizé PRP, en comparacion con el grupo control.’



En 2013, un estudio, realizado en China, comparé el uso de curcumina y
mecobalamina a un grupo control para demostrar sus efectos sobre la regeneracion
nerviosa en lesiones de tipo neurapraxia en ratas. Los grupos de estudio se
separaron de la siguiente manera: grupo | (administracion intraperitoneal de
curcumina 50 mg/kg, 100 mg/kg o 300 mg/kg), grupo Il (administracion de 100 ug/kg
de mecobalamina) y grupo Il (control, administracion de solucion salina), todos por
un periodo de cuatro semanas. La investigacion reveld que tanto la curcumina como
la mecobalamina obtuvieron mejores resultados que el grupo control. Ademas, se
demostré que la curcumina aplicada en dosis altas (100 a 300 mg/kg) produjo
mejores resultados y promovié la regeneracién axonal y la recuperaciéon funcional

que los otros grupos y que la administracion a bajas dosis (50 mg/kg).2®

En 2016, otro estudio asiatico, realizado en Chin,a comparé las caracteristicas
electrofisiolégicas e histoldgicas de la mielina en ratones sometidos a una lesion
total del nervio ciatico y posterior reparacion inmediata a nivel de epineuro, a los
gue se les administr6 curcumina intragastrica a dosis de 40 (alta), 20 (moderada),

y 10 mg/kg (baja) por una semana.

Se encontro que la mielina en los ratones que recibieron curcumina a dosis altas y
moderadas aparecié con una forma mas regular, un espesor homogéneo y una
pequefia hiperplasia alrededor. A su vez, dosis altas y moderadas de curcumina
mejoraron, de manera significativa, tanto la amplitud del potencial de accion del
ciatico como la velocidad, lo que permitié la reparacién en una lesion total del nervio

ciatico.38

10



2.2 Bases teoricas

Lesiones del nervio periférico

Definidas como aquellas que afectan a cualquier nervio fuera del sistema nervioso
central (SNC), se han reportado en el 2,8% de todos los pacientes con
traumatismos?. Estas ocasionan limitacién en las funciones sensitivas o motoras y,
generalmente, conllevan a discapacidades de largo plazo para el paciente. Aunque
los axones de los nervios periféricos son capaces de regenerarse y de formar
conexiones funcionales con sus 6rganos objetivo, muchos factores como el tipo de
lesion (neurapraxia versus axonotmesis versus neurotmesis), la localizacion de la
lesion (proximal versus distal) y el tiempo transcurrido antes de la correccion

determinan el grado de los resultados funcionales posterior a la reparacion.?

Degeneracion Walleriana y la respuesta molecular de los nervios periféricos
alalesion

Posterior a una lesion en el nervio periférico, cambios enddgenos a nivel celular y
molecular activados por la misma lesién permiten a las neuronas cambiar de un
fenotipo eléctricamente excitable a uno que activamente reconstruye y extiende su
axéond. En esta respuesta multicelular orquestada y molecular pleiotrépica,
intervienen componentes celulares (las células de Schwann, macréfagos, células
endoteliales y fibroblastos), matriz extracelular y factores neurotroéficos. Todo esto
ocurre durante un proceso conocido como degeneracion Walleriana, la cual es la
degeneracion de los axones distales al sitio de la lesion, y que ocurre tanto en los
axones como en la mielina.1°

La elongacidon y regeneracion, a partir del cabo distal del nervio lesionado, es

dependiente de un medio propicio para el crecimiento provisto por las células de
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Schwann, las cuales proliferan y forman las bandas de Blngner para guiar y
direccionar los axones. Numerosos estudios han encontrado que las lesiones
nerviosas no solo juegan un rol clave en la modulacion de las funciones de las
células de Schwann, sino que también promueven la regeneraciéon axonal,
mediante la liberacion de un gran numero de factores relacionados a la
regeneracion, que incluyen citocinas, factores de crecimiento y quimioquinas!**?,
Esta respuesta terminara en un crecimiento y direccionamiento de los axones y
reconexion de los mismos con sus 6rganos objetivo a una velocidad de 1 mm por

dia en humanos.1314.15

A pesar de estas reacciones intrinsecas, un periodo prolongado de axotomia
resulta en atrofia de la neurona motora y muerte celular de neuronas sensitivas

primarias.*®

El retraso en la reparacion del nervio también resulta en cambios en el cabo distal
del nervio (denervado), el cual gradualmente pierde su capacidad de ayudar en el
proceso de regeneracion con el paso de los meses.®’ Estudios experimentales han
demostrado que, incluso en el Optimo escenario de una reparacién nerviosa
inmediata, solo el 50% de neuronas regenera sus axones hacia el cabo distal.®
Lesiones mas proximales que necesiten una larga distancia de regeneracion axonal
resultan en atrofia significativa del 6rgano objetivo, la cual es generalmente
imposible de revertir. Actualmente, se vienen desarrollado diversas investigaciones
sobre tratamiento y manejo de lesiones del nervio periférico, desde la sutura directa

convencional hasta la terapia basada en elementos celulares.
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A pesar de gue muchas evidencias muestran que la sutura directa convencional o
neurorrafia puede causar una reaccion inflamatoria que afecta la regeneracion del
nervio, la practica de la sutura para reparacion de lesiones del nervio periférico
sigue siendo la primera opcién, debido a la falta de ensayos clinicos controlados
sobre otros tipos de reparacion nerviosa en seres humanos. La sutura directa
convencional, sin el uso de injertos, se puede utilizar para lesiones totales de nervio
periférico que dejan ausencias de tejido nervioso menores a 5 mm. Brechas
mayores a 5 mm suturadas directamente muestran una tension excesiva sobre la

linea de la sutura, con resultados quirirgicos no satisfactorios.*°

Cuando las brechas son mayores a 5 mm, generalmente se elige utilizar injertos.
Los injertos autélogos de nervio son considerados la técnica gold standard para la
reparacion de lesiones de nervio periférico discontinuas. A la fecha, los injertos de
nervio autdlogo han ofrecido los mejores resultados en la regeneracién nerviosa
bajo tensidén. Sin embargo, el uso de injertos de nervio autélogos esté limitado a la
disponibilidad de tejidos, la necesidad de un procedimiento quirdrgico adicional
para levantar el injerto, la moribilidad y pérdida de funcion de la zona donante, la

potencial diferencia en el tamafio y estructura del nervio, etc.*!

Una gran variedad de factores neurotroficos y de crecimiento liberados desde el
cabo proximal del nervio se incremetarian masivamente en el area lesionada del
nervio periférico. Estos factores neurotroficos y de crecimiento estimularian la
regeneracion axonal, y es por esto que se ven implicados en las lesiones de este
tipo de tejidos. Factores de crecimiento, incluido el factor de crecimiento nervioso

(NGF), la neurotrofina-3 y el factor de crecimiento fibroblastico basico (BFGF), que

13



estimulan el crecimiento axonal y la supervivencia neuronal, han sido afiadidos en
soluciones a las areas lesionadas mediante diversos agentes coadyuvantes que los
contienen, con la finalidad de evaluar posibles mejorias a niveles clinico, histologico

y anatomo-patolégico.*?

Plasmarico en plaquetas y curcumina en la regeneracion nerviosa

El plasma rico en plaquetas (PRP), preparado mediante la centrifugacion de la
sangre del propio paciente, contiene numerosos factores de crecimiento que inician
la angiogénesis y contribuyen a la reparacién de diferentes tipos de tejido mediante
el aumento de las propiedades quimiotacticas y mitdticas de células
indiferenciadas??. Estudios recientes han demostrado, ademas, que posee
numerosos factores neurotréficos como la neurotrofina-3 (NT-3), la angiopoyetina-
1, el factor neurotréfico derivado de las células gilales (GDNF) y el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF).'617.18 E| uso de estos factores
neurotroéficos ha sido investigado y sus beneficios en la regeneracion nerviosa han

sido reportados.®19:20:21

La curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-dione) es un
compuesto natural extraido de las raices de la Curcuma longa (Zingiberaceae).
Esta ha exhibido una variedad de propiedades farmacologicas, incluidas la anti-
inflamatoria, la anticarcinogénica y la antioxidante.?®> Recientemente, el valor
terapéutico potencial de la curcumina en el tratamiento de las enfermedades
neurodegenerativas ha sido reconocido en numerosas investigaciones;?#2526.27 ha
demostrado la capacidad de inhibir la apoptosis y pérdida neuronal y mejorar la

funcién motora posterior a una lesién de médula espinal en ratas.?’ Estos estudios
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evidencian propiedades neuroprotectoras en la curcumina y ensayan la posibilidad
de que, administrada intraperitonealmente a dosis altas (300 mg/kg), a su vez

promueva la regeneracién nerviosa posterior a lesiones del nervio periférico.?®

A pesar de las recientes investigaciones, ningun tratamiento administrado como
anico coadyuvante a la reparacion quirdrgica ha conseguido una exitosa
regeneracion del nervio. El objetivo del presente estudio es investigar el efecto del
plasma rico en plaquetas y de la curcumina sobre la regeneracién axonal en el

nervio ciatico de un modelo animal (ratas).

2.3 Definicion de términos basicos

Regeneracion nerviosa: capacidad propia de los nervios periféricos de restablecer
sus fibras mediante un conjunto de procesos que incluye la degeneracion
walleriana, la degeneracion primaria, retrograda, proximal a la lesién, y el

recrecimiento y recanalizacion de los axones.

Plasma rico en plaquetas: material biolégico autélogo concentrado de plaguetas
humanas en un volumen pequefio de plasma que contiene niveles elevados de

factores de crecimiento.

Curcumina: compuesto natural extraido de las raices de la planta Curcuma longa
(Zingiberaceae), originaria de la India. Existen al menos dos formas de la
curcumina, ambas tautomeras: la ceto y la enol. La ceto se encuentra en forma
sélida y la enol como un liquido. Es soluble en etanol y en acido acético

concentrado.?®
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CAPITULO lIl: HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1 Formulacion de la hipotesis

Hi: El plasma rico en plaquetas, administrado localmente, y la curcumina,
administrada intraperitonealmente, por un periodo de 12 semanas, mejoran la

regeneracion axonal en lesiones agudas reparadas del nervio ciatico en ratas.

Ho: El plasma rico en plaquetas administrado localmente y la curcumina
administrada intraperitonealmente, por un periodo de 12 semanas, no mejoran la

regeneracion axonal en lesiones agudas reparadas del nervio ciatico en ratas.

3.2 Variables y su operacionalizacién
Independientes
Administracion local de plasma rico en plaguetas

Administracion intraperitoneal de curcumina

Dependientes
indice funcional del ciatico (SFI)

Amplitud y excitacion del potencial de accidbn motor compuesto (PAMC) —

Neuroconduccion
Actividad de reposo y unidades motoras — electromiografia

NUmero de axones
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Variables

Definiciéon

Tipo por su
Naturaleza

Indicador

Escala de
medicion

Categorias
y sus
valores

Medio de
verificacién

Plasma rico
en plaquetas

Administracion
local de PRP en
la zona de sutura
durante el acto
quirdrgico

Cualitativa

Administra
cion de
PRP

Nominal

Si
NO

Registro del
procedimient
o en ficha

Curcumina

Administracion
intraperitoneal de
300mg/kg de
Curcumina
diluida en NaCl
0.9% cada 24
horas por 12
semanas

Cualitativa

Administra
cién de
Curcumina

Nominal

Si
NO

Registro del
procedimient
o en ficha

indice
funcional del
ciatico

Célculo del
indice Funcional
del Ciatico (SFI)
en base a
evaluacion
funcional de la
rata (test de la
marcha) a las 4
semanas y a las
12 semanas
posteriores a la
cirugia.

Cuantitativa

Puntaje en
el indices

De raz6n

-150-0

Tabla del SFI

Amplitud y
excitacion del
potencial de
accion -
neuroconduc
cion

Evaluacion de la
amplitud y
excitacion del
PAMC basal, a
las 2 semanas y
alas 12
semanas
posteriores a la
cirugia

Cuantitativa

Milivoltios

De razén

0—amas

Electromiégr
afo

Actividad de
reposo y
unidades
motoras -
Electromiogra
fia

Evaluacion de la
actividad de
reposo y de las
unidades
motoras a las 2
semanas y a las
12 semanas
posteriores a la
cirugia

Cualitativa

Tipo de
unidades
motoras

Nominal

UM
Normales 6
UM de
Reinervacio
n

Electromiégr
afo

Numero de
axones

Conteo del
numero de
axones mediante
microscopia
Optica 'y
microscopia
electronica a las
12 semanas
posteriores a la
cirugia

Cuantitativa

NUmero de
axones

De raz6n

0-amas

Visualizacion
microscopica
del tejido
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CAPITULO IV: METODOLOGIA

4.1 Tipos y disefio

Estudio experimental: ensayo clinico.

4.2Disefio muestral
Poblacién universo

Ratas albinas Holtzman hembras.

Poblacion de estudio

Ratas Albinas Holtzman hembras de entre 200 y 300 g.

Tamafo de la muestra

24 ratas.

Muestreo

Por conveniencia.

Criterios de seleccion
Criterios de inclusion

Ratas albinas Holtzman hembras sin moribilidades.

Criterios de exclusion
Ratas de una raza diferente a Holtzman.

Ratas albinas Holtzman machos.
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Ratas albinas Holtzman que presenten alguna morbilidad.

4.3 Procedimientos de recoleccion de datos

Preparacion del plasmarico en plaquetas

El PRP se obtuvo mediante un sistema de centrifugacion cerrada simplificada
segln el método descrito por Kovacs et al*®. Cinco ratas seran sacrificadas y
utilizadas como fuente de sangre. Del corazén de cada rata se obtendra 5 mL de
sangre fresca, que sera tratada con citrato de sodio al 10% en un tubo estéril.
Posterior a obtener la sangre de cada rata, se realizard una centrifugacion a

200g/min por 10 minutos.

Se observara, entonces, una fraccion roja inferior (componente celular) y una
fraccion superior amarillenta turbia (componente sérico). Se aspirara todo el
componente sérico y se transferira a un nuevo tubo estéril, en donde se le sometera
a una nueva centrifugacion a 300g/min por 15 minutos. La fraccién inferior de esta
nueva centrifugacion, aquella con el plasma rico en plaquetas, es la que se utilizara

en el experimento.

Métodos experimentales

Todos los procedimientos quirdrgicos seran realizados bajo condiciones asépticas.
Las ratas seran anestesiadas con pentobarbital sodico (40mg/kg) mediante
inyeccion intraperitoneal. El nervio ciatico izquierdo serpa expuesto a través de una
incision en el musculo gluteo y se realizara la seccion del nervio proximal a la

bifurcacion tibio-peronea. La reparacion microquirargica del nervio se realizara de
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manera inmediata a través de un microscopio Zeiss OPMI pico (Carl Zeiss,

Goettingen, Alemania) utilizando nylon monofilamento 10/0.

Los animales seran divididos aleatoriamente en cuatro grupos:

a) Grupo I: Reparaciéon nerviosa inmediata con dos puntos de sutura 10/0 nylon

monofilamento a nivel del perineuro.

b) Grupo Il: Reparacion nerviosa inmediata con dos puntos de sutura 10/0 nylon

monofilamento a nivel del perineuro + administracion local de PRP.

c) Grupo lll: Reparacion nerviosa inmediata con dos puntos de sutura 10/0 nylon
monofilamento a nivel del perineuro + administracion intraperitoneal diaria de

Curcumina (300mg/kg) por 12 semanas.

d) Grupo IV: Reparacion nerviosa inmediata con dos puntos de sutura 10/0 nylon

monofilamento a nivel del perineuro + administracion local de PRP + administracion

intraperitoneal diaria de Curcumina (300mg/kg) por 12 semanas

Los planos muscular y cutaneo seran suturados con vicryl (poliglactina) 4/0.

Se utilizara curcumina en polvo de la marca Macro Natura S.A.C. (Registro

Sanitario E4602416N DIGESA / NAMCNT — RUC 20498934421 — INDECOPI

000602-2012-DSD)
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4.4 Procesamiento y analisis de datos

Evaluacion Funcional de Reinervacion

indice Funcional del Ciatico (“Sciatic Functional Index” - SF1)33

El analisis de las huellas, al caminar, se realizara a las 4 y 12 semanas posteriores
a la cirugia, basado en el estudio previo de Tuncel et al.*°. Las longitudes del tercer
dedo al talén (PL) del primer dedo al quinto dedo (TS), y del segundo dedo al cuarto
dedo (IT) seran medidos en el lado experimental (E) y en el lado contralateral
normal (N) en cada rata. El indice funcional del ciatico (SFI) de cada animal sera

calculado mediante la siguiente formula:?

SFI =-38.3 x (EPL-NPL)/NPL + 109.5 x (ETS-NTS)/NTS + 13.3 x (EIT-NIT)/NIT-8.8
En general, el SFI oscila alrededor de 0 para una funcién nerviosa normal, mientras
gue un SFI de alrededor de -100 representa disfuncion total. Es decir, un SFI mayor

significa una mejor funcion del nervio ciético.

Evaluacion neurofisiologica
Se realizara estudios neurofisioldgicos que incluiran la neuroconducciéon del nervio
ciatico registrando en el muasculo gastrocnemio y la electromiografia del

gastronemio.

Para la neuroconduccion se colocara un estimulo eléctrico en una zona proximal a
la lesion y se medira el potencial de accion muscular compuesto (PAMC) en el
musculo gastrocnemio a través de una aguja. Este estudio se realizara previo a la

cirugia (medicién basal), a las 2 semanas y a las 12 semanas posteriores a la
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cirugia de acuerdo a protocolos desarrollados previamente en la literatura34. Se

comparara la amplitud del PAMC basal con el registro a las 12 semanas.

El estudio electromiografico se realizara mediante la colocacion de una aguja en el
musculo gastrocnemio. Se registrara actividad de reposo en busca de denervacion
(ondas positivas y fibrilaciones indican denervaciéon o dafio axonal) y unidades
motoras (neuropaticas indican reinervacion). Este estudio se realizard a las dos
semanas y a las 12 semanas posteriores a la cirugia de acuerdo a protocolos

desarrollados previamente en la literatura®®.

Evaluacion histolégica

El estudio histologico se realizara 12 semanas después de la cirugia. Las ratas
seran sacrificadas mediante la administraciéon de una dosis alta de pentobarbital
sbdico. Los nervios ciaticos izquierdos (experimentales) y derechos (controles)
seran disecados y se realizara la exéresis de un fragmento del nervio con el corte
distal a 3 mm de la zona de sutura y proximal a 3 mm de la zona de sutura (en los

experimentales).

Se realizara la evaluacion de las muestras a través de microscopia de luz y de
microscopia electronica de transmision. En el nervio, el analisis de microscopia
electronica de transmision permite investigar diversas caracteristicas
ultraestructurales, incluyendo la organizacion de mielina y los axones mielinizados.
Para procesamiento en microscopio electronico, se seleccionaran solo muestras

especificas, de las que se querian obtener mas detalles morfologicos e histoldgicos:
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Microscopia de luz
1. Fijacion: se utilizard Formaldehido al 4% en PBS (tampon fosfato salino) durante

24 horas a 4°C. Esta fijacion se seguira de un lavado en en PBS.

a. Solucién salina tamponada con fosfato (PBS) pH 7.4 a 25°C: Para obtener 1 |,
se mezclan los siguientes componentes: 8 g de NaCl, 0.2 g deKCl, 1.44 g de
Na2HPO4 y 0.24 g de KH2PO4. Se ajusta el pH a 7.4 a 25°C con NaOH 1N y el

volumen a 1 | con H20dd.3

2. Inclusion: Las muestras se someteran a un procedimiento de deshidratacion en
etanol degradacion creciente (del 50% al 100%). La deshidratacion se seguira por
un paso de diafanizacién en xilol. Las muestras se mantendran a continuacion en
parafina liquida a 62 °C durante la noche. Las secciones nerviosas se cortaran en
un rango de espesor de 5 um. Antes de la tincidn, los portaobjetos seran

desparafinados.

3. Tincion: Las secciones delgadas de las muestras nerviosas se cortaran con el
microtomo y se tefiirAn con hematoxilina — eosina y azul de toluidina (al 1% en

solucion de tetraborato sédico al 1%) de 30 a 45 segundos.

Microscopia electronica
1. Fijacion: Las muestras recibidas se fijaran en glutaraldehido, el cual esta
compuesto de glutaraldehido diluido al 2,5% con buffer sédico. Las muestras tienen

una fijacion minima de 24 horas a 4°C antes de iniciar la tincidn en bloque.
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2. Tincion en bloque: Una vez fijadas las muestras, seran lavadas en buffer Veronal
por 15 minutos, luego se realizard una post-fijaciéon y tincion en bloque con
Tetréxido de Osmio al 1% por 1hrs a 4°C (el Tetroxido de Osmio es un fijador clasico
de ME preserva las lipoproteinas del tejido las cuales se tornan de un color negro
caracteristico). Le sigue un lavado en agua destilada de 15 minutos y después una

solucion de Acetato de Uranilo acuoso por 1 hora a 4°c.

3. Deshidratacion e impregnacion: La deshidratacion del tejido se realiza en
Acetona a diferentes concentraciones que van desde 20%; 35%; 50% ; 70% ; 85%
y 95% en estaciones de 10 minutos cada una, luego se tratan con acetona 100%
en 3 cambios de 15 minutos cada uno. Finalmente, las muestras se dejaran

impregnando toda la noche en una mezcla de EPON-Acetona en proporcion 1:1.

4. Inclusién en EPON: Se utilizaran moldes (plantillas) de inclusién de polipropileno,
se procedera a depositar el papel con el nimero de biopsia y de inclusién respectiva
en el fondo del molde. Se procedera luego a vaciar la mezcla de Epon (resina) en
los moldes de inclusion. (La mezcla de EPON que es preparada con antelacion,
debe presentar una consistencia muy homogénea, la cual se obtiene al agitar la
mezcla por un tiempo minimo de 12 minutos y puesto en una campana de vacio

por media hora).

Se depositara la cantidad necesaria de mezcla de EPON para llenar el molde,

teniendo la extrema preocupacion de eliminar todas las burbujas que se forman en

el fondo de la inclusion. Posteriormente, se introducira el tejido en el borde de
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extremo correspondiente, sumergiéndolo. (las muestras bajan por gravedad en

aproximadamente 1 hora).

Una vez que todas las muestras sometidas a proceso de inclusion hayan alcanzado
la posicién y orientacion deseada dentro de la inclusion, se procedera a rotular cada

muestra en el molde con el cédigo ME.

Los moldes, con el contenido de las muestras, seran llevadas a la estufa a 37°c
durante 1 hora para la polimerizacién. Luego, en una estufa a 80°c por 2 horas. Y

finalmente, en la misma estufa de 80°c durante 2 dias.

5. Corte Semifino y Fino: Para hacer los cortes semifinos de microscopia
electronica, se montara la inclusion de resina en un portainclusion sobre el soporte
del ultramicrétomo. Los bloques seran tallados eliminando el exceso de resina. El
espécimen sera montado en el ultramicrotomo y con un cuchillo de cristal
ultramicrotome glass strips ted pella inc, fabricada en la maquina para hacer
navajas cuchillos (700, LKB), se realizaran los cortes semifinos de 1 a 1,4 4, seran
colocados sobre un porta objeto en una gota de agua los cuales seran secados en

una platina caliente y tefiidos con azul de toluidina.

Se observara el corte semifino en el microscopio Optico con el médico
anatomopatélogo para ubicar la zona util para efectuar el corte ultrafino. Este
proceso se repetira desgastando la muestra las veces que sea necesario, que

incluye desgaste de las otras inclusiones del mismo caso.
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Una vez ubicada la zona deseada se procedera al corte fino.

Corte Fino: Se tallara una piramide truncada en el extremo de la inclusién para que
guede solo el area seleccionada en el corte semifino, este proceso se repetira hasta
disponer del total de inclusiones que seran cortadas en el ultramicrotomo con

cuchilla e diamante para corte ultrafino.

Este se realizard en forma automatica en el ultramicrétomo, con cuchillo de
diamante (edge lenght 4mm, inc 4° and setting 4°). Los cortes seran de un espesor
de 400A a 600 A (color plateado hasta amarillo rojo); se recolectaran por flotacion
en el bafio que trae integrado el cuchillo de diamante, el cual sera llenado con agua
bidestilada hasta formar un espejo de plata en la superficie. Los cortes seran
recolectados en numero variable segun tamafio de la superficie de corte tallada en
cada muestra, con un promedio de 20 a 30 cortes. Estos se montaran sobre una
grilla de cobre flameada para reducir la estatica de 300 mesh (se montaran dos
grillas para cada caso, las que seran depositadas en placas de Petri de plastico con
4 compartimientos sobre papel filtro, con el debido rotulo de numero de biopsia).

Las grillas deberan ser manipuladas cuidadosamente con una pinza self-closing.

6. Tincion de Grillas: La tincion de grillas se realizara en un ambiente limpio. El
tecnologo médico usara mascarilla como medida de proteccion. La tincién consiste
en agregar sales de metales pesados sobre el tejido, para lavar se utiliza agua

bidestilada hervida y tibia. Las grillas seran manipuladas con pinzas self-closing.
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Las grillas seran sumergidas en solucion de acetato de uranilo al 4% en metanol,
por 90 segundos el cual sera filtrado al momento de usar. Lavado en una solucion
de metanol acetona 1:1, seguido de un lavado en agua bidestilada al chorro,
afirmando la grilla con la pinzas self-closing, las grillas seran dejadas en la capsula

de Petri nuevamente.

Las grillas serén tefiidas con solucion de Reynolds, para lo cual se ubicara granallas
de hidroxido de sodio en uno de los compartimientos de una capsula de Petri con
4 divisiones, para mantener el ambiente de tincion libre de humedad. En el resto de
los compartimientos se pondran trozos cortados de papel parafilm sobre los que
irdn dos gotas de la solucién de tincién con una pipeta Pasteur de vidrio (la solucion
de Reynolds se obtiene atravesando con cuidado la vaselina que la protege por
esto se debe tener la precaucion de quebrar, posteriormente, la punta de la pipeta
gue estuvo en contacto con la vaselina). Las grillas seran depositadas con cuidado
suspendidas en las gotas de la solucion de tincién con la cara que estan los cortes
mirando la gota de tincion y se dejaran tefiir por 10 minutos. Luego se procedera al
lavado con agua bidestilada al chorro e inmersiones en metanol puro (2 o 3

cambios) para arrastrar posibles precipitados que puedan tener las grillas.

Después del proceso de tincion, las grillas se almacenaran y/o transportaran en
portagrillas plasticos. Se entregan al patélogo encargado de su examen en el

microscopio electrénico.

La tincion usada es una tincidn positiva, que aumenta el contraste del tejido

bioldgico, debido al incremento de la dispersion de los elementos del haz primario
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que incide sobre la muestra. El acetato de Uranilo tifie especificamente estructuras
gue contienen acidos nucleicos. El citrato de plomo tiie membranas, glicogeno,
ribosomas y varios componentes tisulares. Ademas de intensificar la tincion de

Uranilo.

Conteo de axones

El nimero de axones no se valorara directamente ante la imposibilidad de
segmentarlas de forma individual por el contacto intimo entre la mayoria de ellas.
Con todas las funciones descritas se elaborard un conjunto de funciones

preprogramadas.

Como la mayoria de los autores, se realizaran mediciones solo en las secciones de
cada nervio que seleccionamos, porque a priori pueden ofrecer mas informacion.
Asi, se escogeran los segmentos del cabo proximal y del cabo distal; coinciden con
las dos secciones de cortes semifinos e inclusién en parafina para tincién en azul
de toluidina. Se valorara un minimo de 100.000 g cuadradas de nervio ciatico por
seccion mediante el estudio de sucesivas imagenes. El proceso de analisis de
imagen se completard con el célculo del nimero de fibras nerviosas por 100 i

cuadradas de nervio ciatico, de la siguiente manera:

Se realizara una foto de 5x con el microscopio de luz, para calcular la superficie de

nervio de cada secciéon y animal, con la ayuda del programa para Windows Image®,

y el programa para AutoCAD 3D® para Macintosh.
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Luego, se rastreard cada preparacion con el aumento de 100, captando fotos

sucesivas de cada una de las regiones de la seccion nerviosa en concreto.

Se seleccionaran, de estas, diez imagenes al azar.

Se cuantificaran los axones de esas diez imagenes.

Se calculara el computo total de axones y la densidad de los mismos, para lo cual
se extrapolara la suma de los axones contados en los diez campos, con el nimero
de campos por 100 aumentos de esa preparacion, al haberla medido previamente

en 5 aumentos.36

Anélisis estadistico

Los valores serdn expresados como media + DS. El test de t de Student pareado
sera usado para la comparacion del tiempo. Las diferencias entre dos grupos seran
medidas mediante el test de t de Student para muestras independientes.
Diferencias entre mas de dos grupos serdn medidas mediante el analisis de
varianza. El test HSD de Tukey sera utilizado para comparaciones multiples. El
analisis sera realizado utilizando SPSS. Valores de p<0.05 seran considerados

estadisticamente significativos.

4.5 Aspectos éticos
Las veinticuatro ratas utilizadas en el experimento seran ratas albinas Holtzman de
entre 300 g y 400 g de peso, adquiridas en el Instituto Nacional de Salud (INS). El

manejo de los animales de experimentacion sera siguiendo el Protocolo
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Experimental para Trabajos con Animales, del Bioterio Central de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (anexo 1), el cual
contiene los requisitos para la solicitud de elaboracién de proyectos de la Directiva
2010/63/UE (anexo 2) y las recomendaciones para el contenido de los Protocolos
de la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 8th Ed., NRC, USA (anexo

3).

CRONOGRAMA

30



2018

2019

Pasos

Junio

Julio
Agosto
Septiembr

Octubre

Diciembre
Enero
Febrero
Marzo
Abril

Noviembre

Redaccion final
del proyectode | X
investigacién

Aprobacién del
proyecto de X
investigacién

Recoleccion de X X
datos

Procesamiento
y analisis de
datos

Elaboracion del
informe

Correcciones
del trabajo de
investigacién

Aprobacién del
trabajo de
investigacién

Publicacién del
articulo
cientifico

PRESUPUESTO

Concepto

Monto estimado (soles)

Insumos y materiales

Recursos humanos especializados
Empastado de la tesis
Transcripcion

Impresiones

Logistica
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8500.00

1000.00

100.00

500.00

200.00

300.00



Refrigerio y movilidad 200.00

Total 10 800.00
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ANEXOS

1. Matriz de consistencia

Titulo Pregunta de Objetivos Hipotesis Tipo y Poblacién Instrumento
Investigacion disefio de de de
estudio estudio y recoleccion
procesam de datos
iento de
datos
JLa General Hi: El plasma Tipo y Poblacién | Ficha de
Plasmarico en | administracién Determinar si la rico en disefio de recoleccipon
plaquetas y local de plasma | administracion plaquetas, Estudio estudio de datos
curcumina rico en local de plasma administrado experimen | Ratas
en plaguetas y la rico en plaquetas | localmente,yla | tal: Albinas Protocolo
regeneracion intraperitoneal (PRP) y/o la curcumina, ensayo Holtzman experimental
axonal de de curcumina administracion admin-istrada clinico. hembras para trabajos
lesiones agu- mejora la intraperitoneal de | intraperitonealm de entre con animals
das regeneracion curcumina mejora | ente, por un 200y 300
del nervio axonal en la regeneracion periodo de 12 g. Clasificacion
ciatico enratas | lesiones agudas | axonal en semanas, de la
Instituto reparadas del lesiones agudas mejoran la Tamafio severidad de
Nacional de nervio ciatico en | reparadas del regener-acion dela los
Salud del Nifio | ratas, en el nervio ciatico en axonal en muestra procedimiento
2017 Instituto ratas en el lesiones agudas 24 ratas. S
Nacional de Instituto Nacional reparadas del
Salud del Nifio, de Salud del nervio ciatico en Muestreo Guia para el
en 201772 Nifio, en 2017. ratas. Por cuidado y
convenien manejo de
Especificos HO: El plasma cia animales de
Verificar si la rico en laboratorio
administracion plaquetas Procesam
local de plasma administrado iento de
rico en plaquetas localmente y la datos
(PRP) y/o la ad- curcumina
ministracién admin-istrada Preparacio
intraperitoneal de | intraperitonealm n del
curcumina ente, por un plasma
muestra mejores periodo de 12 rico en
resultados en la semanas, no plaquetas
eval-uacién mejoran la re-
funcional de generacioén Métodos
reinervacion axonal en experiment
(Sciatic lesiones agudas ales

Functional Index
— SFI) en lesiones
agudas reparadas
del nervio ciatico
en ratas.

reparadas del
nervio ciatico en
ratas.
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Establecer si la
administracion
local de plasma
rico en plaguetas
(PRP) y/o la
administracion
intraperitoneal de
curcumina
muestra mejores
resultados en el
estudio
electromiografico
y de
neuroconduccion
de lesiones
agudas reparadas
del nervio ciatico
en ratas.

Determinar si la
administracion
local de plasma
rico en plaguetas
(PRP) y/o la
administracion
intraperitoneal de
curcumina
muestra un
aumento en el
ndmero de
axones a la
evaluacion
histolégica de
lesiones agudas
reparadas del
nervio ciatico en
ratas.
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2. Instrumento de recoleccidn de dat:

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Cddigo de rata: Fecha de cirugia:

1. Indice funcional del ciético:

2. Evaluacion neurofisioldgica:

Neuroconduccion:

Basal: milivoltios
2 semanas: milivoltios
12 semanas: milivoltios

3. Evaluacién histolégica:

NUmero de axones:

4. Otros hallazqgos:
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Fecha:

3. Protocolo experimental para trabajos con animales
UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Bioterio Central

PROTOCOLO N°000/20_ _

Modificacion:00/00/00

Cétedra/Laboratorio/ Servicio/Otro:

Titulo del proyecto:

Datos del investigador responsable: (IR)

. Nombre y Apellido:

. Titulo:

. Experiencia y/o capacitacion (para el procedimiento a ser usado)
. Instituto / Universidad / Empresa:

. Departamento o Catedra:
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. Teléfono:

. Teléfono auxiliar:
. Correo electronico:
. Fax:

Datos del personal que realizara el protocolo

. Nombre y Apellido:

. Titulo:

. Tarea a realizar durante el protocolo (roles y responsabilidades )

. Capacitacion, entrenamiento y exneriencia (certificados y/o registrados)
. Teléfono:

. Teléfono auxiliar

. Correo electronico:

Definiciones: Aplicable a siglas, abreviaturas, marcas, palabras de significado
dudoso o infrecuentes, etc. En caso de que no sea necesario se colocara “no
aplicable”.

Objetivo de los _experimentos: (Acompafiar en Anexo Proyecto Completoy

Resumido)

Fecha de inicio de los experimentos:

Fecha de finalizacion de los experimentos:

Racionalidad vy propdsito del proyecto, sus beneficios cientificos o valor docente

previsto:

Datos de los animales (con justificacion)
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. Género/ Especie / Cepa / Raza seleccionada:

. Origen de los animales
. Cantidad:(por experimento)
. Sexo:

. Edad:(rango)

. Peso:(rango)

Justifique el uso del modelo animal frente a métodos alternativos de reemplazo,

refinamiento y/o reduccién del nimero de animales:

Justifiqgue el tamafio de la muestra (estadisticamente o por otros criterios):

Declaracion de que el procedimiento no es una duplicacion de otros ya realizados:

47



En caso de tratarse de pequefios roedores de laboratorio
(rata/raton/hamster/gerbil) indicar su condicién microbiolégica (convencionales/

libres de patdgenos especificos), para evaluar sus efectos sobre la investigacion:

Alojamiento de los animales:

. Individuos alojados por jaula:
. Tipo de jaula:

. Sala de alojamiento:

. Condiciones de Alojamiento:

. Tipo de dieta:

. Tipo de agua de bebida:

. Cama o lecho:

. Ventilacién:

. Temperatura:

. Humedad:

. lluminacion:

. Rutina de limpieza:
. Aclaraciones:

Procedimiento: Realice una descripcion detallada, clara, concisa y secuencial de

los procedimientos experimentales a los que seran sometidos los animales:
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Instrucciones para el personal técnico del Bioterio Central FCEN UBA a cargo

del cuidado de los animales. (marque con una X)

Animales enfermos Animales muertos
Llamar al investigador Llamar al investigador
Sacrificar los animales Descartar como residuos

patogénicos

Otros: (especificar instruccién)

Uso de agentes peligrosos

Indique (con una X) si los agentes que utiliza son:

[ Infecciosos

[J Radiois6topos
[ Carcin6genos

1 Téxicos quimicos
[1 Vectores virales

[J Animales modificados genéticamente
49

Problemas técnicos

Llamar al investigador



L1 Animales silvestres

[1 Animales experimentales con sustancias toxicas
[J Animales experimentales con material radiactivo
[1 Animales experimentales con material infeccioso

[J] Otros agentes peligrosos

Indique (con una X) cuales de los Procedimientos detallados abajo se emplearan

en este proyecto:

[] Restriccion de agua y alimentos (acceso solo a tiempo controlado o

restriccién de volumen / pesu consumido
[] Cateterizacion , extraccién de sangre, intubacion
1 Modificacion de conducta
[J Procedimientos quirdrgicos con recuperacion
1 Procedimientos quirdrgicos sin recuperacion
1 Estudios LD50

[ Restriccion prolongada ( equipo utilizado, tamafio, disefio y
operacion para disminuir disconfor, dolor, diestres y potenciales

lastimaduras)
[1 Produccion de anticuerpos monoclonales
[J Produccion de anticuerpos policlonales

[1 Otros (especificar):
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Clasifique segun su opinion la SEVERIDAD de los Procedimientos (Ver Anexo 2

para orientacion)
1 Sin recuperacion

1 Leve

[0 Moderado

[l Severo

Indique los agentes y la bibliografia de referencia que utilizar4 para evitar el dolor

o sufrimiento innecesario en los animales.

Especie

Agente a

utilizar

Dosis

(mg/kg)

Via de

Administracion

Frecuencia de

Administracion.

Indique qué parametros medira para conocer si el resultado de la anestesia es el

correcto.
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En caso de no utilizar ningun tratamiento paliativo al sufrimiento del animal,

justifique detalladamente su decision.

Conduccién de los procedimientos quirdrgicos

Describa cuidados y observaciones pre y posoperatorios (incluye asepsia o

esterilidad, mantenimiento de la temperatura corporal, reposicion de fluidos, etc.)

Al finalizar su protocolo de forma parcial o total, posibilita el uso de los animales

con otro fin compatible? Explique brevemente su opinidon.( Directiva

2010/63EU,Articulo 16) Reutilizacion de animales
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Finalizacion del protocolo

Indique vy justifique los criterios de punto final seleccionados.

Expligue el destino de los animales luego de finalizar el protocolo
[ Eutanasia
[J] Reutilizacion

1 Protocolo de supervivencia

En caso de que el destino fuera la eutanasia detalle:
a) Método eutandsico:
b) Justificacion del método:
c) Persona a cargo de la realizacion de la maniobra:
d) Criterios y proceso de intervencion, oportuna remocion del animal de
estudio o eutanasia si se anticipan circunstancias dolorosas o estresantes

Riesgos para el personal o para la poblacion animal del Bioterio:

] Sinriesgo

[] Riesgo potencial (describir)
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Medidas para disminuir el riesgo:

Personas a contactar en caso de emergencia fuera de horario:

Nombre:
Telf:

Correo electrénico:

Nombre:

Telf:

Correo electrénico:

Compromiso para el cuidado uso ético de los animales de laboratorio.

Declaro haber leido y completado el presente formulario, comprometiéndome a
cumplir y hacer cumplir mi protocolo de investigacién de acuerdo con los

principios éticos del manejo de animales de experimentacion.

Asimismo, me comprometo a educar al personal a mi cargo y exigirles el respeto
de estos principios y de los aspectos relacionados con el cuidado y uso de
animales de laboratorio detallados en los documentos: “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals”, 8th Edition, National Research Council, The National

Academies Press, Washington DC, 8va edicion 2010 y Directiva 2010/63/UE del
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Parlamento Europeo relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines

cientificos.

Nombre del investigador principal:
Titulo académico:
Fecha:

Firma:

4. Clasificacion de la severidad de los procedimientos

(Directiva 2010/63/UE)

La severidad de un procedimiento ira determinada por el grado de dolor,
sufrimiento, angustia o dafio duradero que se prevé que experimente un animal

individual durante el procedimiento.

Seccién I: Categorias de severidad

No recuperacion:

Los procedimientos que se realizan enteramente bajo anestesia general tras la cual

el animal no recuperara la conciencia deben clasificarse como de no recuperacion.

Leve:
Los procedimientos en animales a consecuencia de los cuales es probable que

experimenten dolor, sufrimiento o angustia leves de corta duracién, asi como los
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procedimientos sin alteracion significativa del bienestar o del estado general de los

animales deben clasificarse como leves.

Moderado:

Los procedimientos en animales a consecuencia de los cuales es probable que
experimenten dolor, sufrimiento o angustia moderados de corta duracion, o leves
pero duraderos, asi como los procedimientos que pudieran causar una alteracion
moderada del bienestar o el estado general de los animales deben clasificarse
como moderados.

Severo:

Los procedimientos en animales a consecuencia de los cuales es probable que
experimenten dolor, sufrimiento o angustia intensos, o moderados pero duraderos,
asi como los procedimientos que pudieran causar una alteracion grave del

bienestar o del estado general de los animales deben clasificarse como severos.

Seccion Il: Criterios de atribucion

La atribucion de la categoria de severidad tendra en cuenta cualquier intervencion
o manipulacién de un animal en un procedimiento determinado. Se basara en los

efectos mas severos que pueda experimentar un animal después de aplicar todas

las técnicas apropiadas de refinamiento.

Al atribuir un procedimiento a una categoria particular, el tipo de procedimiento y
demas factores se tendran en cuenta. Todos estos factores deben considerarse
caso por caso.

Los factores relativos al procedimiento deben incluir:
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— el tipo de manipulacion, el tratamiento,

— la naturaleza del dolor, sufrimiento, angustia o dafio duradero causados por
(todos los elementos de) el procedimiento, y su intensidad, duracion y frecuencia
y la multiplicidad de técnicas empleadas,

— el sufrimiento acumulativo en un procedimiento,

— la prevencion de la expresion del comportamiento natural incluidas las
restricciones en las normas de alojamiento, zootécnicas y de cuidado de los
animales.

En la seccidn Il se facilitan ejemplos de procedimientos atribuidos a cada categoria
de severidad sobre la base de los factores relativos al tipo de procedimiento de que
se trate. Facilitardn la primera indicacion sobre la clasificacion que seria la mas
adecuada para un determinado tipo de procedimiento. Sin embargo, a efectos de
la clasificacion final de severidad del procedimiento, se tendran en cuenta los

siguientes factores adicionales, evaluados caso por caso:

— tipo de especie y genotipo,

— madurez, edad y sexo del animal,

— experiencia de formacion del animal en el procedimiento,

— si se reutiliza el animal, la severidad real de los procedimientos anteriores,

— los métodos utilizados para reducir o suprimir el dolor, el sufrimiento y la
angustia, incluidos refinamiento de condiciones de alojamiento, zootécnicas y de
cuidado de los animales,

—uso de puntos finales incruentos.
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Seccién lll: Ejemplos de diversos tipos de procedimiento atribuidos a cada
categoria de severidad sobre la base de los factores relativos al tipo de
procedimiento

1. Leve:

a) Administracion de anestesia, salvo para el Unico propoésito de sacrificar;

b) Estudio farmacocinético donde se administra una Unica dosis y se recoge un
namero limitado de muestras de sangre (totalizando < 10 % del volumen
circulante) y no se prevé que la sustancia cause ningun efecto nocivo
perceptible;

c) Técnicas no invasivas de diagndstico por imagen en animales (por ejemplo
resonancia magnética) con la sedacion o la anestesia apropiadas;

d) Procedimientos superficiales, por ejemplo biopsias de oreja y rabo,
implantacion subcutanea no quirargica de minibombas y transpondedores;

e) Aplicacion de dispositivos exteriores de telemetria que Unicamente causan
al animal un debilitamiento menor o una interferencia menor con la actividad
y el comportamiento normales;

f) Administracion de sustancias por via subcutanea, intramuscular,
intraperitoneal, por sonda gastrica e intravenosa a través de los vasos
sanguineos superficiales, donde la sustancia solo tiene un efecto leve en el
animal, y los volumenes se encuentran dentro de limites apropiados para el
tamafo y la especie del animal;

g) Induccion de tumores, o0 tumores espontaneos, que no causan ningun efecto
nocivo clinico perceptible (por ejemplo, nédulos pequeios, subcutaneos, no

invasivos);

58



h) Cria de animales genéticamente modificados que se prevé que dé lugar a
un fenotipo con efectos leves;

i) Alimentaciéon con dietas modificadas, que no cubren las necesidades
nutricionales de todos los animales y se prevé que causen una anomalia
clinica leve en el periodo de estudio;

j) Confinamiento a corto plazo (< 24 h) en jaulas metabdlicas;

k) Estudios que implican la privacion a corto plazo de interlocutores sociales,
enjaulado solitario a corto plazo de ratas o ratones adultos de cepas
gregarias;

[) Modelos que exponen al animal a estimulos nocivos que se asocian
brevemente con dolor, sufrimiento o angustia leve, y que el animal puede
evitar,;

m) Una combinacion o una acumulacién de los siguientes ejemplos puede dar
lugar a una clasificacion leve:

i. Evaluacion de la composicion corporal a través de mediciones no
invasivas y restriccibn minima,

ii. Supervision ECG con técnicas no invasivas con una restriccion
minima o nula de animales habituados,

iii. Aplicacion de dispositivos exteriores de telemetria que no se prevé
gque causen ningun impedimento a animales socialmente adaptados
y que no interfieren con la actividad y el comportamiento normales,

iv. Cria de animales genéticamente modificados que no se espera que
tengan ningun fenotipo adverso clinicamente perceptible,

v. Adicion a la dieta de marcadores inertes para seguir el paso de la

digesta,
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2.

a)

b)

d)

vi. Retirada de la alimentacion durante un periodo inferior a 24h en ratas
adultas,

vii. Ensayos en campo abierto.

Moderado:

Aplicacion frecuente de sustancias de prueba que producen efectos clinicos
moderados, y extraccion de muestras de sangre (> 10 % de volumen
circulante) en un animal consciente en el plazo de algunos dias sin
reemplazo del volumen;

Estudios de determinacion de la gama de dosis causante de toxicidad
aguda, pruebas de toxicidad crénica/carcinogenicidad, con puntos finales
no letales;

Cirugia bajo anestesia general y analgesia apropiada, asociada con dolor o
sufrimiento posquirdrgicos o alteracion posquirargica de la condicion
general. Los ejemplos incluyen: toracotomia, craneotomia, laparotomia,
orquidectomia, linfodenectomia, tiroidectomia, cirugia ortopédica con
estabilizacion efectiva y cuidado de heridas, trasplante de 6rganos con
tratamiento efectivo del rechazo, implantacion quirdrgica de catéteres, o
dispositivos biomédicos (por ejemplo, transmisores de telemetria,
minibombas, etc.);

Modelos de induccion de tumores, o0 tumores espontaneos, que se prevé
gue causen dolor o angustia moderados o interferencia moderada con el

comportamiento normal;
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e)

f)

g)

h)

)
k)

Irradiacion o quimioterapia con una dosis subletal, o con una dosis que de
otro modo seria letal, pero con reconstitucion del sistema inmunitario.
Cabria esperar que los efectos nocivos fueran leves o moderados y que
fueran efimeros (< 5 dias);

Cria de animales genéticamente modificados que se espera den lugar a un
fenotipo con efectos moderados;

Produccion de animales genéticamente modificados mediante
procedimientos quirdrgicos;

Uso de jaulas metabdlicas que impliquen una restriccion moderada de
movimientos durante un periodo prolongado (hasta 5 dias);

Estudios con dietas modificadas que no cubren las necesidades
nutricionales de todos los animales y que se espera que causen una
anomalia clinica moderada en el periodo de estudio;

Retirada de la alimentacion durante 48 horas en ratas adultas;

Provocar reacciones de escape y evitacion en las que el animal no pueda
escapar o evitar el estimulo, y que se espera que den lugar a una angustia

moderada.

Severo:

Ensayos de toxicidad en los que la muerte sea el punto final o se prevean
muertes y se provoquen situaciones fisiopatoldgicas intensas. Por ejemplo,
ensayo de toxicidad aguda con una Unica dosis (véanse las directrices de

la OCDE sobre ensayos);
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b)

d)

f)

g)

Ensayos de dispositivos en los que el fracaso pueda causar dolor o
angustia severos o la muerte del animal (por ejemplo, dispositivos de
reanimacion cardiaca);

Ensayo de potencia de una vacuna caracterizada por la alteracion
persistente del estado del animal, enfermedad progresiva que causa la

muerte, asociada con dolor, angustia o sufrimiento moderados duraderos;

Irradiacion o quimioterapia con una dosis letal sin reconstitucion del
sistema inmunitario, o reconstitucién con la produccion de enfermedad de
injerto contra huésped;

Modelos con induccién de tumores, 0 con tumores espontaneos, que se
espera causen enfermedad mortal progresiva asociada con dolor, angustia
o sufrimiento moderados duraderos. Por ejemplo, tumores que causan
caquexia, tumores 6seos invasivos, tumores que dan lugar a diseminacion
metastastica, y tumores que se permite que se ulceren;

Intervenciones quirargicas y de otro tipo en animales bajo anestesia
general que se espera den lugar a dolor, sufrimiento o angustia
postoperatorios severos, 0 moderados pero persistentes, o a una alteracion
severa y persistente de la condicion general del animal. Produccion de
fracturas inestables, toracotomia sin analgesia adecuada, o traumatismo
para producir el fallo multiorganico;

Trasplante de 6rgano donde es probable que el rechazo del 6rgano origine
angustia o la alteracion severa del estado general del animal (por ejemplo,

xenotransplante);
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h) Reproduccion de animales con trastornos genéticos que se espera
experimenten una alteracion severa y persistente de su estado general, por
ejemplo la enfermedad de Huntington, distrofia muscular, modelos de
neuritis cronicas recurrentes;

i) Uso de jaulas metabdlicas que impliquen una restriccion severa de los
movimientos durante un periodo prolongado;

j) Choque eléctrico ineludible (por ejemplo para producir invalidez inducida);

k) Aislamiento completo durante periodos prolongados de especies gregarias,
por ejemplo perros y primates no humanos;

[) Inmovilizacién de ratas para inducirles Ulceras gastricas o fallo cardiaco por
estrés;

m) Natacion forzada o pruebas de ejercicio con el agotamiento como punto

final.
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5. Guia para el cuidado y manejo de animales de laboratorio

Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals
Institute for Laboratory Animal Research
Division on Earth and Life Studies

National Research Council, USA

(Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 8th Ed. 2010, NRC,USA,
(Pag. 25-26))

Protocol Review

The animal use protocol is a detailed description of the proposed use of laboratory
animals. The following topics should be considered in the preparation of the

protocol by the researcher and its review by the IACUC:

¢ Rationale and purpose of the proposed use of animals

e A clear and concise sequential description of the procedures involving the
use of animals that is easily understood by all members of the committee

¢ Availability or appropriateness of the use of less invasive procedures, other
species, isolated organ preparation, cell or tissue culture, or computer
simulation (see Appendix A, Alternatives)
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Justification of the species and number of animals proposed; whenever
possible, the number of animals and experimental group sizes should be
statistically justified (e.g., provision of a power analysis; see Appendix A,
Experimental Design and Statistics)

unnecessary duplication of experiments

nonstandard housing and husbandry requirements

impact of the proposed procedures on the animals’ well-being

appropriate sedation, analgesia, and anesthesia (indices of pain or
invasiveness might aid in the preparation and review of protocols; see
Appendix A, Anesthesia, Pain, and Surgery)

conduct of surgical procedures, including multiple operative procedures
postprocedural care and observation (e.g., inclusion of post-treatment or
postsurgical animal assessment forms)

description and rationale for anticipated or selected endpoints

criteria and process for timely intervention, removal of animals from a study,
or euthanasia if painful or stressful outcomes are anticipated

method of euthanasia or disposition of animals, including planning for care
of long-lived species after study completion

adequacy of training and experience of personnel in the procedures used,
and roles and responsibilities of the personnel involved

use of hazardous materials and provision of a safe working environment.

While the responsibility for scientific merit review normally lies outside the IACUC,

the committee members should evaluate scientific elements of the protocol as they

relate to the welfare and use of the animals. For example, hypothesis testing,

sample size, group humbers, and adequacy of controls can relate directly to the

prevention of unnecessary animal use or duplication of experiments. For some

IACUC questions, input from outside experts may be advisable or necessary. In

the absence of evidence of a formal scientific merit review, the IACUC may

consider conducting or requesting such a review (Mann and Prentice 2004).

IACUC members named in protocols or who have other conflicts must recuse

themselves from decisions concerning these protocols.
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At times, protocols include procedures that have not been previously encountered
or that have the potential to cause pain or distress that cannot be reliably predicted
or controlled. Relevant objective informauon about the procedures and the
purpose of the study should be sought from the literature, veterinarians,
investigators, and others knowledgeable about the effects on animals. If little is
known about a specific procedure, limited pilot studies, designed to assess both
the procedure’s effects on the animals and the skills of the research team and
conducted under IACUC oversight, are appropriate. General guidelines for
protocol or method evaluation for some of these situations are provided below, but

they may not apply in all instances.
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