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RESUMEN. El injerto autélogo de nervio es la
eleccion para reparar defectos segmentarios en
nervios periféricos. El objetivo fue evaluar los
efectos del deslizamiento de la vaina epineural del
muiion distal para cubrir un defecto creado en el
nervio ciatico izquierdo del raton. Veinte ratas se
dividieron en tres grupos: Placebo (n = 6), disec-
cion del nervio ciatico, dejandolo intacto; sutura
convencional (SC, n = 7): seccion transversal y su-
tura epineural; deslizamiento epineural (DE, n =
7): remocion de 5 mm del nervio e incision circun-
ferencial del epineuro distal, S mm distal a la ex-
tremidad, deslizandose y suturando la vaina epi-
neural en el mufién proximal. Doce semanas
después fueron analizados histomorfométricamen-
te el nimero de fibras mielinicas, el area axonal
media y el diametro total de la fibra (cociente —
G). No hubo diferencias significativas entre los
grupos SC y DE (p > 0.05, ANOVA). Mientras tan-
to, un nimero mayor de fibras mielinicas (p <
0001, ANOVA) y una disminucion en promedio del
area axonal (p < 0001, ANOVA) y el cociente-G se
observaron en grupo SC y DE, cuando compara-
dos con placebo, aunque no hubo diferencias entre
los grupos SC y DE. Se puede inferir que la técnica
estudiada es eficaz para cubrir defectos segmenta-
rios del nervio de raton.

Palabras clave: nervio periférico, regenera-
cion, rata.

ABSTRACT. Autologous nerve grafting is the
most referred technique for bridging neural gaps.
The aim of this study was to evaluate the effects of
distally sliding the epineurial sheath to cover a de-
fect created in the left sciatic nerve of the rat. Twen-
ty male Wistar rats were divided into three groups:
sham (n = 6), in which the sciatic nerve was dissected
but left intact; conventional suture (CS, n = 7), in
which a transverse section of the sciatic nerve was
followed by an epineurial suture; sliding of the dis-
tal epineurial sheath (SDES, n = 7), in which a 5 mm
resection of the nerve was conducted, followed by a
circumferential cut in the distal epineurium, and the
epineurial sheath was slid down and sutured into the
distal end of the epineurium of the proximal stump.
After 12 weeks, histomorphometric analyses of the
number of myelinated nerve fibers, mean cross-sec-
tional axonal area and total fiber diameter (G-ra-
tio) were carried out. There was no statistical differ-
ences between CS and SDES (p > 0.05, ANOVA).
However, an increase in the number of myelinated
nerve fibres (p < 0.001, ANOVA) and decreases in
the mean axonal area (p < 0.001, ANOVA) and in
the G-ratio were observed in SDES or SC groups
when compared to sham, although with no statisti-
cal differences between the SDES and SC. It could
be suggested this technique is efficient to cover
nerve gaps in rats.
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Introducion

Las lesiones en los nervios periféricos se producen en
cerca de 5% de las lesiones en las extremidades.' Los me-
jores resultados se obtienen cuando el tratamiento se reali-
za, de manera inmediata, cuando el tejido estd libre de teji-
do fibroso y la sutura entre los dos fragmentos es posible
sin tension.? Sin embargo, cuando el defecto es muy gran-
de, de manera que los extremos no pueden ser directamen-
te suturados, es necesario un injerto para completar el es-
pacio con el fin de proporcionar un lugar viable para que
los axones comiencen a regenerarse.

El injerto mds comtinmente utilizado es el autélogo. Un
segmento de nervio sensorial, por lo general tomado de los
brazos (nervio cutaneo medial o lateral del antebrazo) o de
la pierna (nervio sural) es interpuesto entre los mufiones
para completar el defecto. Sin embargo, varios inconve-
nientes pueden observarse, como serian: la formacién de
cicatriz, neuroma y la pérdida de sensibilidad en la zona
donante. Por otra parte, el hecho de retirar injerto de nervio
demanda mayor tiempo quirtirgico. Y cuando son dos re-
giones de sutura, la regeneracién puede complicarse debi-
do al aumento de la posibilidad de formacién de neuroma
en continuidad.?

Como alternativa, algunas de las técnicas de tubuliza-
cién se han descrito,* con tejidos biolégicos como las ar-
terias, venas,’ fibras musculares® o los injertos artificia-
les, obtenidos a través de la bioingenieria, como el dcido
poliglicélico,” politetrafluoroetileno,® silicona® son ejem-
plos de métodos utilizados para la reparacion de defectos
neuronales.

Estudios de Atabay et al'® y Ayhan et al'! ofrecen la po-
sibilidad de deslizar la vaina epineural proximal, forman-
do un tubo, con el fin de que las fibras nerviosas en rege-
neracién que van a surgir del mufién proximal puedan
dirigirse por el cilindro, lo que permitiria a los axones lle-
gar al 6rgano diana.'? Esta técnica ofrece la ventaja como
el ahorro de un sitio donador pero se pueden encontrar al-
gunas desventajas relacionadas con el riesgo potencial de
dafio para el suministro de sangre en los axones proxima-
les.” Por lo tanto, es posible suponer que, conservando el
segmento proximal y utilizando la vaina distal para cubrir
el defecto, sea factible obtener mejores resultados respecto
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a la regeneracion axonal. El presente trabajo se centra en la
regeneracion neuronal que se produce cuando se realiza un
deslizamiento de la vaina epineural distal para completar el
defecto entre dos mufiones del nervio cidtico en ratones.

Material y métodos
Animales y procedimiento quirtrgico

Los animales utilizados en este estudio recibieron cui-
dado conforme a las normas del «National Research
Council» (1996). El comité de ética en investigacién ani-
mal de la institucién en que el experimento se llevd a
cabo, aprob¢ el estudio. Se utilizaron un total de 20 rato-
nes machos, con peso promedio de 359.8 = 30.7 g al co-
mienzo del trabajo. Antes y después del estudio, los ani-
males fueron mantenidos en jaulas de pldstico dentro de
una habitacién con control ambiental y a base de raciones
de alimentos especificos y agua ad libitum, con un ciclo
de 12 horas luz/oscuridad.

Los ratones fueron divididos aleatoriamente en tres gru-
pos. En el grupo placebo (n = 6), el nervio cidtico izquier-
do fue disecado del nodo cidtico hasta la bifurcacién sin
ninguna otra intervencién. Grupo SC (sutura convencio-
nal, n = 7): se realizé una incision en el nervio cidtico con
la posterior reparacion término-terminal. Grupo DE (desli-
zamiento epineural, n = 7): después de resecar 5 mm del
nervio cidtico izquierdo, la vaina epineural fue cortada en
toda su circunferencia, deslizada en direccion proximal y
suturada en el muién proximal (n =7) (Figura I).

Los procedimientos quirdrgicos se realizaron con los
ratones bajo anestesia (clorhidrato de ketamina, 95 mg/kg;
clorhidrato de xylazina, 12 mg/kg). Los animales fueron
tricotomizados y una solucidn antiséptica fue utilizada en
las patas. El nervio cidtico izquierdo fue expuesto a través
de una incisién postero-lateral seguida de diseccion roma
entre los musculos gliteo mdximo y cuadriceps.

Un cirujano realizé todas las cirugias, utilizando un mi-
croscopio quirdrgico (Kaps, Asslar Wetzlar, Alemania). El
procedimiento anestésico y la cirugia no mostraron com-
plicaciones. No hubo infeccidon o auto-mutilacién en nin-
guno de los grupos. Ademads, no hubo formacién de neuro-
mas en el sitio de sutura." La sutura de los extremos

Figura 1. Esquema de represen-
taciéon del grupo DE. Corte cir-
cunferencial de la vaina epineu-
ral, después de la reseccion de un
segmento de 5 mm (a) y el con-
siguiente deslizamiento de la vai-
na epineural distal en el mufién
proximal con el objetivo de cu-
brir el defecto en el nervio ciati-
co en ratas (b).
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nerviosos fue realizada con nylon 10-0. La herida quirtr-
gica se suturé con nylon 4-0.

Evaluacion histomorfométrica

Los animales fueron sometidos a eutanasia en la 12° se-
mana de post-operatorio utilizando una inyeccién intrape-
ritoneal de pentobarbiturato de sodio (150 mg/kg de peso
corporal), de acuerdo con las normas institucionales del
«National Care Committee». El nervio cidtico izquierdo
fue resecado a través de acceso postero-lateral en el muslo.
No fue posible determinar las diferencias entre los grupos
SC y DE macroscépicamente.

Fue removido un segmento de 2 mm a una distancia de
10 mm distal al sitio de sutura. En el grupo placebo, se re-
movid en la misma seccién anatémica del nervio. Las es-
tructuras se identificaban y fijaban en solucién de Karno-
vsky (2.5% glutaraldehido, el 4% de paraformaldehido y
0.1 M de solucién cacodilato de sodio) durante 12 horas a
temperatura ambiente, tras lo cual se lavaba con solucién
isotonica de cacodilato de sodio. El tejido se fijo después
con tetréxido de osmio 2%, realizada deshidratacion seria-
da en alcohol y fijadas en Araldite. Cortes de 1 um utili-
zando ultramicrétomo (Sorvall MT-2) fueron tefiidas con
azul de toluidina.

La medicion cuantitativa histoldgica se realiz6 en las
secciones transversales nerviosas distal al sitio de la repa-
racion y en los nervios intactos en el grupo placebo. Un
observador, que desconocia los grupos, eligié ocho cam-
pos representativos, al azar, sobre un objetivo x100 de un
microscopio de luz (Axiophoto, Carl Zeiss)." Se estudié el
nimero de fibras mielinicas por campo microscopico
(8.050 um?), drea media de las secciones transversales de
los axones y el didmetro total de la fibra, con su vaina de
mielina, que se utiliza para establecer el cociente-G (Figu-
ra 2), conforme a los reportes de Urso-Baiarda e Grobbe-
laar,'® con la ayuda de los programas de computacién
Photoshop CS (Adobe, EE.UU) y ImagelJ (ImageJ 1.37v —
National Institutes of Health — EE.UU).

Analisis estadistico

Todos los datos se presentan como media + desviacion
estdndar. Andlisis de variabilidad (ANOVA), seguido por
la aplicacién de la prueba de Tukey post hoc (Statistica,
Statsoft, EE.UU.), fue utilizado para verificar el significado
estadistico, que se establecié con un nivel de probabili-
dad de 0.05.

Resultados
Numero de fibras nerviosas mielinicas
En la evaluacién histomorfométrica cuantitativa de las

fibras mielinicas no se encontré diferencias significativas
entre el grupo sometido a sutura convencional epineural
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(SC) y aquel en que se realizé deslizamiento epineural
(DE) (p > 0.05, ANOVA). Mientras tanto, si comparamos
estos dos grupos con el grupo placebo, la diferencia fue
estadisticamente significativa (p < 0.001, ANOVA).

En los animales cuyos nervios cidticos fueron someti-
dos a suturas convencionales (SC) se encontraron de
102.53 + 2.98 axoness por campo, mientras que los que se
realiz6 deslizamiento epineural (DE) se observaron 98.60
+ 2.90 axonios. En el grupo placebo, el nlimero de axones
fue 80.93 + 2.38. En la comparacién entre los tres grupos
no se observé diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo SC y el grupo de DE (p > 0.05, ANOVA).
Tanto el grupo de la SC como el grupo DE mostré6 diferen-
cias significativas en comparacién con el grupo placebo,
se produjo un aumento en el nimero de fibras mielinicas
(p<0.0001, ANOVA), (Grdfica 1 y figura 3).

Area promedio de seccion transversa de las fibras
axonales

El drea promedio de las fibras axonales para lo grupo
SC fue de 22.77 + 1.33 um?. Resultados similares se encon-
traron para el grupo DE (23.29 = 1.16 pm?, p > 0.05, ANO-
VA). En comparacién con el drea media axonal del grupo
placebo (26.93 + 1.53 um?), una disminucién en ambos
valores se encontraron (p < 0.001, ANOVA), (Grdfica 2).

Cociente-G

El grupo placebo tuvo un cociente G medio de 0.65 +
0.03 um?. El promedio del cociente-G para el grupo SC fue

Figura 2. Ejemplo de la medicién del cociente-G. (d) representa
el didmetro de la fibra axonal; y (D), el didmetro total de la fibra
nerviosa.
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de 0.53 + 0.0235 um? y en el grupo de deslizamiento de la
vaina epineural la media fue de 0.52 + 0.017 pm?. Compa-
rando los datos de grupos SC y DE con los que estdn en el
grupo placebo, el andlisis estadistico mostré una disminu-
cién del cociente-G (p > 0.05, ANOVA) (Grdfica 1).

El grupo placebo tuvo un promedio de 0.65 G = 0.03 p
m?. La proporcién media para el grupo SC fue 0.53 +
0.0235 um?, y el grupo con la vaina de deslizamiento epi-
neural el promedio fue de 0.017 + 0.52 um?. Comparando
los datos de grupos de la SC con los que estdn en el grupo
placebo, el andlisis estadistico mostré una disminucion
del cociente-G (p > 0.05, ANOVA) (Grdfica 3).

Discusion

El objetivo de la reparacién de lesiones de los nervios
es restaurar el microambiente para que los axones en rege-
neracion alcancen su objetivo. El tratamiento de la lesion
de un nervio periférico es dificil, no sélo porque hay pro-
piedades mecdnicas implicadas, sino porque también hay
factores quimicos que son esenciales para inducir, dirigir y
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Gréfica 1. Nimero de las fibras nerviosas mielinicas por campo +
desviacion-estdndar del ratén de los siguientes grupos experimenta-
les: SC: grupo sometido a la sutura convencional; DE: grupo en el
cual el deslizamiento epineural fue hecho; grupo placebo: ratén so-
metido a la cirugia sin procedimiento microquirtrgico en el nervio.
* p < 0.001 cuando comparado con el grupo placebo (ANOVA).
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orientar la regeneracion del nervio. Por esta razon, los mu-
fones de nervio deben ser reparados preservandose la ca-
pacidad neurotrépica de crecimiento y maduracién de
axones, sin dejar de lado el hecho de que el efecto neuro-
tropico también debe mantenerse, para que haya una direc-
cién correcta de los axones en relacion a la estructura que
serd reinervada.'”

Actualmente, el injerto autélogo de nervio es la opcidén
mads utilizada a menudo para completar estos defectos seg-
mentarios y los resultados han demostrado ser superiores a
las opciones que utilizan tubos artificiales u otros tipos de
conductores, al menos para la reconstruccion de nervios
como el nervio mediano y cubital en el ser humano.' Pero
el principal efecto secundario es la agresién a otro lugar
(por ejemplo, cara lateral de la pierna) para la reseccion
del injerto, dando lugar a la formacidn de cicatrices, défi-
cit sensorial y la posibilidad de presentar dolor y neuroma
en la zona donante. Ademds, como describié Ayhan et al,"!
las discrepancias entre los mufiones, la reaccién de cuerpo
extrafio, porque los puntos de sutura estdn en dos lugares
de coaptacién y el aumento de tiempo de operacién propi-
cian la busqueda de un conducto ideal para completar los
defectos neuronales.

Por estos motivos, muchos estudios se han centrado en
la aplicacién experimental de conductores neurales como
alternativa a injertos autélogos. Conductores bioldgicos
como venas, arterias, musculo esquelético'® y componen-
tes de matriz extracelular, como guias de fibrina,' han
sido los materiales mds estudiados y resultados satisfacto-
rios se muestran en la literatura, posiblemente, debido al
mantenimiento de factores de crecimiento intrinseco.?
Conductores obtenidos a través de la bioingenieria, biode-
gradables o no, también se encuentran entre las opciones
para la reparacién de estas lesiones, pero se necesitan ensa-
yos clinicos para mostrar cudles materiales pueden ser una
alternativa vélida para la reparacién del nervio.

Como una alternativa para completar los defectos seg-
mentarios del nervio, Atabay et al'® describen el desliza-
miento proximal de la vaina epineural. Los autores encon-
traron resultados comparables a los obtenidos a partir de
injertos convencionales. Sin embargo, debido a dificulta-
des en la aplicacién de la técnica en nervios polifascicula-
res, un nuevo método fue creado, que consiste en la inver-
sién de la vaina epineural.'*' Las razones para elegir esta
técnica se sustentan en la no agresidn a otro lugar para la
toma del injerto, los didmetros son los mismos, entre la

Figura 3. Cuadro comparativo his-
tolégico. A: representa la fibra nor-
mal proveniente del grupo placebo;
B: fibras mielinicas representativas
del grupo SC; C: fibras del grupo
DE. Las fibras nerviosas del grupo
SC (B) e DE (C) se presentaron con
mayor concentraciéon que las del
grupo placebo (A). (Objetivo de
100x, azul de toluidina).
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vaina epineural invertida y el epineuro distal, las propie-
dades bioldgicas fueron mantenidas por el hecho de que el
tejido nativo preserva los factores neurotrépicos, el tiempo
quirdrgico no fue extendido para que un injerto fuese reti-
rado y se disminuy la reaccién fibrosa, porque sélo habia
un sitio de sutura, en lugar de dos, como sucede con los in-
jertos convencionales. Chatdokmaiprai et al'® también des-
cribieron resultados positivos. Realizaron la inversion de
la vaina epineural distal deslizdndola en direccién proxi-
mal y no encontraron diferencias en el recuento de los nu-
cleos de las células de Schwann, bajo microscopio de luz,
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Grifica 2. Area media de la seccién transversa de las fibras axona-
les (um?) * desviacion-estdndar del ratén de los siguientes grupos
experimentales: SC: grupo sometido a la sutura convencional; DE:
grupo en el cual el deslizamiento epineural fue realizado; grupo
control: ratén sometido a cirugia sin procedimiento microquirdrgi-
co en el nervio. * p < 0.001 cuando comparado con el grupo con-
trol (ANOVA).
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Grafica 3. La media de dos valores da razén entre el didmetro axo-

nal y el didmetro da fibra nerviosa (Cociente G). * p < 0.001 cuan-
do comparado con el grupo control (ANOVA).
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entre el grupo experimental sometido al injerto conven-
cional y el grupo que fue sometido a inversidn epineural.

Teniendo en cuenta que bajo el punto de vista tedrico,
hay un inconveniente al utilizar la vaina epineural proxi-
mal debido a la posibilidad de alteraciones y dafios al su-
ministro de sangre a los axones del extremo proximal
(Chatdokmaiprai et al, 2006), este estudio tuvo como obje-
tivo evaluar el grado de regeneracién axonal cuando la
vaina epineural del mufén distal se sutura al epineuro
proximal, a fin de establecer un cilindro entre los extremos
proximal y distal de los nervios. Un grupo sometido a sec-
cién del nervio, seguido de reparacion microquirdrgica
convencionales (CS) se utiliza para la comparacién directa
con el grupo en el que fue realizado el deslizamiento epi-
neural (DE), suponiendo que la sutura de extremo a extre-
mo debe producir mejores resultados en términos de la re-
generacion axonal.

En el grupo DE un segmento de 5 mm fue retirado con
el objetivo de producir un defecto que podria ser ocupado
por un tejido nativo (la vaina epineural del mufién distal).
De hecho, los resultados no mostraron diferencias estadis-
ticas entre el grupo DE y de la SC, con respecto al nimero
de fibras mielinicas, aunque se observaron mas fibras en el
grupo SC. El aumento en el nimero de fibras puede expli-
carse por el esfuerzo realizado por el mufién proximal para
aprovechar al maximo las posibilidades de cada célula neu-
ronal para lograr su objetivo de llegar al 6rgano-diana.”

Otro pardmetro histomorfométrico que también se utili-
70, fue el cociente-G, para comprobar el grado de madura-
cion de las fibras nerviosas,” presenta los niveles norma-
les en torno a 0.65. Bajos cocientes G (alrededor de 0.4)
pueden indicar la degeneracién axonal y valores altos
(0.7) son sefial de que hay regeneraciéon o degeneracion
mielinicas,? aunque la relacién mielina-axones puede di-
ferir entre nervios similares e incluso en niveles diferentes,
de modo que no puede deducirse una medida cuantitativa
universal, inflexible, entre el tamafio de los axones y el es-
pesor de la vaina de mielina.” En este trabajo, la razén ob-
tenida de 0.53 para el grupo SC y 0.52 grupos para el gru-
po DE no mostré diferencia estadistica. A partir de ahi, es
razonable concluir que una regeneracién mielinica estd en
marcha, teniendo en cuenta también los resultados obteni-
dos del drea promedio axonal que fueron menores para el
grupo SC y para el DE en comparacién con el placebo.

El deslizamiento de la vaina epineural distal demostré
ser una alternativa para completar los defectos segmenta-
rios creados en el nervio cidtico de ratones. El prescindir
de un sitio donador puede ser la principal ventaja de esta
técnica, aunque se necesitan mas estudios, especialmente
en la forma de la evaluacion funcional para poner a prueba
la posibilidad de aplicacién en seres humanos.
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