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RESUMEN

Los injertos nerviosos son un arma muy util en la cirugia re-
constructiva de las extremidades. Unir dos cabos mediante
una interposicion nerviosa evita la tension excesiva sobre
los bordes, disminuye la fibrosis y mejora la regeneracion
nerviosa. El mayor inconveniente de un injerto nervioso es
la pérdida de la sensibilidad del area donadora. Realizamos
un estudio experimental fase I con ocho conejos macho de la
cepa Rex que pesaban entre 900 y 1,200 g cada uno. Dividi-
mos la poblacién en dos grupos para que cada uno incluyera
una pierna del conejo. El grupo A de control con injerto de
nervio cidtico y el grupo B con injerto venoso relleno de plas-
ma rico en plaquetas. Después de ocho semanas sacrificamos
a los conejos y se analizaron las muestras con tinciones de
hematoxilina-eosina y luxol fast blue. Siete de las ocho muestras
del grupo A y del grupo B presentaron crecimiento axonal
con presencia de neuroma proximal; sin embargo, el neuro-
ma proximal en el grupo B fue de menor tamaiio. Todas las
muestras presentaron desmielinizaciéon al observarse con la
tincién de luxol fast blue. Concluimos que los injertos nerviosos
pueden ser remplazados por injertos venosos con plasma rico
en plaquetas para disminuir la morbilidad del area donadora
en algunos casos.

Palabras clave: Injerto nervioso, plasma rico en plaquetas,
neurorrafia.

SUMMARY

Nerve grafts are a very useful weapon in reconstructive surgery
of extremities. Joining two ends through a nerve interposition pre-
vents excessive tension on the edges, reduces fibrosis and improves
nerve regeneration. The major drawback of a nerve graft is the
loss of feeling of the donor area. We carried out a pilot study
phase I with eight male rabbits, strain Rex, weighing between 900
and 1,200 g each. We divided the population into two groups so
that each included a rabbit leg. Group A was the control group
with a sciatic nerve graft, and group B, the control group with a
venous graft stuffed with platelet-rich plasma. After eight weeks
we sacrificed the rabbits and analyzed the samples with hematox-
ylin-eosin and Luxol fast blue tinctures. Seven of eight samples
of group A and group B showed the presence of proximal axonal
neuroma growth; however, the proximal neuroma in group B was
smaller. All samples displayed demyelination observed with Lux-
ol fast blue staining. We concluded that in some cases the nerve
grafts can be replaced by vein grafts with platelet-rich plasma to
reduce morbidity of the donor area.
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ANTECEDENTES

Las lesiones del nervio periférico son un problema
laboral muy comdn en nuestro medio; éstas pueden
variar desde una simple neuropraxia por un tinel del
carpo hasta una seccién completa por algtin accidente
laboral. Desde hace muchos afios han sido descritas
diversas técnicas de sutura para reparar un nervio
periférico seccionado; las mas comunes son la epineu-
ral, fascicular y epifascicular.

Diversos estudios han demostrado un beneficio
superior con la sutura epineural en contraste con la
fascicular, debido a que la manipulacién directa sobre
los fasciculos forma mas cicatrices que la manipula-
cién epineural.l?

A pesar de una buena técnica de neurorrafia, la
tensién en los cabos anastomosados es uno de los fac-
tores predisponentes para la formacién de cicatriz,
la cual estd muy relacionada con el fracaso del pro-
cedimiento; por lo tanto, entre mayor tension de la
neurorrafia, mayor formacién de tejido fibroso. Se
han descrito diversas técnicas de injertos nerviosos e
interposiciones con materiales aloplasticos para dis-
minuir la tensién de la reparacién nerviosa. Frykman
y Gramyk han sido de los pioneros en utilizar injertos
nerviosos en reconstruccién de extremidad superior.
Gluck en 198022 fue el primero en utilizar tubos de
silicon para la reparacién nerviosa.

Asimismo, muchos factores de crecimiento se han
utilizado como coadyuvantes en las reparaciones
nerviosas,* como el factor de crecimiento similar a
la insulina (IGF), el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento deri-
vado de fibroblastos (FGF), el 4cido valproico y el gel
de colagena.

El plasma rico en plaquetas (PRP) es producido por
la sangre aut6loga y se ha utilizado ampliamente en
cirugia plastica para el manejo de heridas. Se ha de-
mostrado que el PRP contiene aproximadamente de
3 a 8 veces mas plaquetas que la sangre pura; su ac-
tivacion estd asociada con la liberacién de factores de
crecimiento derivados de plaquetas, con los factores
transformadores del crecimiento (TGF-B), y con el fac-
tor plaquetario 4, los cuales estimulan la proliferacién
y diferenciacién con la consiguiente formacion de teji-
do, asi como la diferenciacién de miofibroblastos que
contribuyen a la contraccién de la herida.”°

También se ha reportado que el plasma rico en pla-
quetas estimula la angiogénesis. El efecto angiogénico
conduce a la proliferacién de nuevos capilares provo-
cada por los factores antes mencionados y por otros,
como el factor angiogénico derivado de plaquetas
(PDAFs), el factor de crecimiento vascular endotelial
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(VEGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y
el factor de crecimiento endotelial derivado de plaque-
tas (PDEGF).114

Este trabajo tiene como objetivo corroborar la uti-
lidad de los injertos de vena rellenos de plasma rico
en plaquetas comparados con los injertos nerviosos
en secciones de nervio ciatico en conejos.

MATERIAL Y METODO

Se realiz6 un estudio experimental fase I en conejos ma-
cho de la cepa Rex que pesaban entre 900 y 1,200 g cada
uno. Previa asepsia, antisepsia y tricotomia de la regién
crural posterior, los conejos fueron sedados utilizando
una dilucién de dos anestésicos: 100 mg de ketamina
mas 10 mg de diazepam diluidos en solucién fisiolégica
al 0.9% hasta completar 10 mL. La dosis utilizada de
ketamina fue de 10 mg/kg y de diacepam fue de 1 mg/
kg administrada en forma intraperitoneal con una agu-
ja 25 G. En caso de presentar movimientos o datos de
dolor, se administré 1 mL adicional de dicha dilucién.

Se realiz6 una incisién con una hoja de bisturi del
namero 15 en la superficie medial del muslo en forma
bilateral; el nervio ciético se expuso disecando los mus-
culos aductores (Figura 1). Después, bajo vision directa
con magnificacién (microscopio Opmi-Neuro NC4 de
Carl Zeiss, 10X) en el lado derecho de cada conejo se
tomé una muestra de nervio ciatico de 1 cm y se colo-
¢6 in situ en forma de injerto nervioso, realizando una
neurorrafia epineural con nylon 9-0, puntos simples.

Se tom6 una muestra de 1 cm del nervio ciatico del
lado izquierdo, el cual fue desechado. Posteriormente
se tom6 1 cm de vena femoral ipsilateral y se rellend
con plasma rico en plaquetas (Figura 2), (ver técnica
de extraccion), colocando 5 puntos epineurales a la
vena y aplicando el PRP intraluminal con una jeringa
de 0.1 mL con aguja 25 G; posteriormente se colocé
el sexto y dltimo punto epineural-vena con nylon 9-0
para completar la brecha correspondiente al area de
nervio resecado. Al final se suturé la piel con nylon
4-0, puntos continuos.

Después de cuatro semanas se sacrific6 a cada co-
nejo con pentobarbital sédico intracardiaco (Aneste-
sal, Pfizer®, 120 mg/kg peso corporal) y se enviaron
las muestras de ambas piernas a un estudio histopa-
tolégico para tincién con hematoxilina-eosina y azul
luxol rapido (luxol fast blue).

Técnica de extraccion del plasma rico
en plaquetas (PRP)

Para obtener el plasma rico en plaquetas se utili-
z6 una técnica estandarizada en la cual se tomaron
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3 mL de sangre conseguida mediante una puncién
cardiaca directa con aguja 25 G; la sangre se colo-
c6 en tubos con citrato sédico al 10% como anticoa-
gulante y posteriormente fue centrifugada a 3,200
revoluciones por minuto durante 3 minutos a 22
grados centigrados (Kitlab®). Al final de la centrifu-
gacion se recolectaron los tubos de ensayo y se retiré
la capa superficial de su contenido con una pipeta.
Posteriormente se aspir6 la porcién media y se depo-
sit6 en otro tubo. Esta es la parte del plasma rico en
plaquetas y factores de crecimiento (PDGF's, TGF-B,
PDAFs, VEGF, EGF, PDEGF). La porcién inferior
corresponde a glébulos blancos y eritrocitos, misma
que se deseché.

Para que los factores de crecimiento fueran libe-
rados, se activé a las plaquetas mediante la adicién
de cloruro de calcio al preparado en relacién 1:1.
Posteriormente se dej6 reposar la muestra a tempe-
ratura ambiente, de lo que se obtuvo un gel, mismo
que se recolecté con una jeringa de 0.1 mL y se apli-
c6 dentro del injerto de vena con la técnica descrita
previamente.

Para el analisis estadistico se dividi6 a la poblacién
en los siguientes dos grupos:

Grupo 1. Pierna derecha de cada conejo, en la cual
se realiz6 neurorrafia directa (n = 8).

Grupo 2. Pierna izquierda de cada conejo, en la
cual se realiz6 injerto de vena relleno de plasma
rico en plaquetas (n = 8).

Las muestras se enviaron a examen histopatolégi-
co. La tincién de azul luxol répido indica la presencia
de mielina, que muestra en forma indirecta el creci-

miento axonal, toméndose en cuenta la presencia de
la misma como un resultado positivo y su ausencia
como negativo.

Se tom6 la variable de crecimiento positivo y ne-
gativo como cualitativa nominal dicotémica y se com-
paré mediante una prueba exacta de Fisher. A la va-
riable cuantitativa de peso se le calcularon medidas
de tendencia central y dispersion. En nuestro hospi-
tal no contamos con técnicas de rastreo anterégrado
axonal para la medicion cuantitativa del crecimiento
neuronal, por lo que no se realizé dicho procedimien-
to. Para el analisis estadistico se utilizé el programa
SPSS 10.0 para Windows. Se tomé como significativa
unap < 0.05.

Los animales fueron tratados de acuerdo con los
estandares internacionales de manejo de animales de
laboratorio.'” El procedimiento fue aprobado por los
Comités de Etica e Investigacion de la Unidad Médica
de Alta Especialidad Num. 21 del IMSS en Monte-
rrey, Nuevo Leon.

RESULTADOS

Se tomaron biopsias de ambas extremidades inferio-
res (derecha e izquierda) de todos los conejos para
completar 16 en total. El peso promedio de los cone-
jos fue de 1,075 g = 103, con limite superior de 1,200
g e inferior de 900 g. Se analizaron los reportes de pa-
tologia tomados cuatro semanas después de la cirugia
inicial. Siete de las ocho muestras de los nervios del
grupo 1y siete de las del grupo 2 presentaron creci-
miento axonal demostrado mediante estudio histopa-
tolégico con tinciéon de hematoxilina-eosina y luxol

Figura 1. Nervio cidtico seccionado.

Figura 2. Injerto de vena relleno de plasma rico en plaquetas suturado a
los extremos del nervio cidtico seccionado.
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fast blue (Figuras 3y 4). No se encontré diferencia es-
tadisticamente significativa en el crecimiento axonal
entre ambos grupos, con p = 0.76 (RR: 1.0; IC 95%,
0.6905-1.448). Asimismo, se observ6 desmielinizacién
en todas las muestras. Todas las muestras analizadas
presentaron reaccién granulomatosa relacionada al
material de sutura en la tincién con HE.

Todas las muestras en ambos grupos presentaron
neuroma proximal, sin embargo, en el grupo control
(grupo 1) fue mas notorio que en el grupo de estudio
(grupo 2). No se realizé cuantificacion de este tltimo.

DISCUSION

La lesién del nervio periférico es un tema muy com-
plejo e incluye numerosos factores que pueden inter-
ferir o estimular el crecimiento axonal. Se ha com-
probado que la misma lesién neuronal estimula la
produccién de factores de crecimiento destinados a
estimular la regeneracién nerviosa.

En nuestro hospital, las lesiones por amputacién
de una extremidad o un dedo que requieren reim-
plante con neurorrafia son comunes.!® Se han repor-
tado diversas técnicas para realizar una neurorrafia,
las cuales varian desde puntos simples epineurales
hasta puntos fasciculares.

En nuestra investigacion, los resultados tanto en
el grupo de estudio como en el grupo control fueron
satisfactorios, con un éxito del 87.5% para ambos
grupos, mostrando un crecimiento neuronal median-
te tincién especifica para mielina (luxol fast blue).
Asimismo, a pesar de mostrar crecimiento neuro-
nal, también se observ6 desmielinizacién en todas
las muestras debido a que este proceso se completa
a los seis meses de la neurorrafia y nuestros conejos
se analizaron al mes. No se encontré diferencia es-

Figura 3. Corte de injerto venoso un mes después de la cirugia. Se ob-
serva crecimiento axonal y la pared venosa.
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tadisticamente significativa entre ambos grupos (p
> 0.05).

La formacién de neuroma proximal estuvo presen-
te en ambos grupos; sin embargo, en el grupo de estu-
dio fue menos notorio macroscépicamente que en el
grupo control. Esta diferencia se puede deber a que
al colocar la vena sobre el epineuro —imitando un «te-
lescopio»—, la unién resultante es totalmente hermé-
tica, a diferencia de una neurorrafia convencional en
donde los puntos pueden formar ventanas estrechas
intermedias que sirven de escape a algtn fasciculo,
ademas de que en este sitio de unién la formacién de
cicatriz es inevitable.

En una seccién convencional, la sangre extravasa-
da y los macréfagos tisulares comienzan a estimular
la cascada de inflamacién. Estos tltimos, junto con la
estimulacién que produce la ausencia de contacto neu-
ronal, liberan factores de crecimiento y citocinas que
estimulan las células de Schwann y la proliferaciéon de
fibroblastos, produciendo moléculas de adhesion y fac-
tores de crecimiento.?* Asi pues, la adicién de plasma
rico en plaquetas trata de imitar el ambiente fisiol6-
gico de la respuesta normal a la lesién nerviosa, libe-
rando los factores de crecimiento antes mencionados,
pero con el objetivo de incrementar y acelerar dicho
proceso. En este caso, la adicion de los factores de cre-
cimiento fue inmediatamente después a la lesiéon ner-
viosa. En condiciones normales la regeneracion axonal
comienza hasta 2 a 3 dias después de la lesion. Esto
se debe a que el tiempo necesario para comenzar la
migracion de macréfagos a través de la barrera hema-
tonerviosa es precisamente 2 a 3 dias. En los conejos
estudiados anadimos estos factores inmediatamente,
adelantando asi el proceso de regeneracién nerviosa.

Figura 4. Corte de injerto nervioso in situ. Se observa también crecimien-
to axonal y tejido conectivo.
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No cabe duda que este proceso es muy complejo
y que dentro de esta complejidad se encuentran los
factores de crecimiento que estimulan a las células
de Schwann proximales a la lesién para poder proli-
ferar. El plasma rico en plaquetas proporciona mul-
tiples factores de crecimiento, entre los que se en-
cuentran el factor de crecimiento transformante B
(TGF-B), factor plaquetario 4, interleucina 1, factor
angiogénico derivado de las plaquetas (PDAF), factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de
crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
endotelial derivado de las plaquetas (PDEGF), factor
de crecimiento celular epitelial (ECGF), factor de cre-
cimiento tipo insulina (IGF), osteocalcina, osteonecti-
na, fibrinégeno y trombospondina.!-14

También contiene tres proteinas (fibrina, fibronec-
tina y vitronectina) que actiian como moléculas de
adhesion celular en la osteoconduccién, en el tejido
conectivo y en migracién epitelial.

El plasma rico en plaquetas se obtiene median-
te un método muy sencillo y rapido a partir de la
sangre del mismo paciente en el mismo quiréfano
y al momento de la cirugia de reparacion nerviosa,
por lo que se trata de un método totalmente repro-
ducible y aplicable a cualquier reparaciéon nerviosa.
Existen estudios donde los injertos venosos largos
se pueden colapsar por la fibrosis y las estructu-
ras adyacentes; sin embargo, estudios posteriores
muestran que en los injertos venosos rellenos no
sucede este fenémeno.*°

En nuestro estudio son dos los factores que in-
tervienen en los resultados: el primero es el injerto
de vena y el segundo el plasma rico en plaquetas.
En conjunto, el resultado del crecimiento axonal es
equiparable al de una neurorrafia convencional (p >
0.05); sin embargo, no es posible diferenciar cual de
los dos tiene mayor influencia en este proceso, por lo
que otro tipo de estudios se deben realizar con esta
finalidad.

CONCLUSIONES

La colocacién de injertos venosos rellenos de plasma
rico en plaquetas en una brecha nerviosa estimula
satisfactoriamente la regeneraciéon neuronal y el cre-
cimiento nervioso. La calidad de crecimiento es simi-
lar a una neurorrafia convencional. La formacién de
neuroma es mas comun en el injerto nervioso que en
el venoso en los conejos estudiados.

La principal ventaja en este estudio fue comprobar
que el injerto venoso relleno de plasma rico en pla-
quetas puede sustituir totalmente a un injerto ner-
vioso, presentando un crecimiento axonal similar sin
la morbilidad que este Gltimo presenta: anestesia de
la zona inervada por el nervio donador.
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