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Patrdn de regeneracion axonal de doble neurorrafia termino-lateral

en un modelo experimental en ratas

Las lesiones de nervio periférico con defecto
segmentario en la actualidad contindan
siendo un reto para los microcirujanos,
existiendo  diferentes  alternativas  con
resultados de pronostico variable. El
desarrollo de un modelo experimental en el
cual se realice una neurorrafia termino-lateral
doble permite el manejo de defectos neurales
con mejor pronostico y menor morbilidad. Se
planteo evaluar el patrén de regeneracion
axonal mediante la medicidn del namero total
de axones mielinizados, grupo de
regeneracion y la presencia de fibras con
morfologia semejante amielinicas Se planteo
un modelo experimental en ratas con el cual
se determino la coaptacién termino-lateral
demostrando  cudntos  axones  viables
sobrepasan la doble anastomosis y su relacion
con el ndmero de axones en los nervios
intactos, tanto del receptor como del donante
mediante el estudio histopatoldgico de los
segmentos proximales y distales del nervio
afectado lesionado por andlisis histologico.
Se utilizaron para el estudio 7 ratas winstar,
a las cuales se realizaron el modelo
empleando los nervios tibial y peronero
respectivamente previa resecciéon de 1cm en

el nervio peronero creando un defecto
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significativo. Posterior a 8 semanas se
obtuvieron muestras teniendo como resultado
diferencias significativas en la cantidad de
axones y fibras de morfologia amielinica
entre los cabos proximales vy distales
indicando un patrén de regeneracién axonal
adecuado; Asi  mismo no existieron
diferencias en la cantidad de grupos
regenerativos indicando un patron
homogéneo de reparacion. Teniendo como
conclusion, que esta técnica puede ser una
valiosa herramienta en el tratamiento de
defectos neurales disminuyendo la
morbilidad producidas por un injerto asi
como la posibilidad del desarrollo de

neuromas residuales.

Palabras Claves: neurorrafia, neurorrafia
termino-lateral, regeneracion neural,

nervio periférico, neuroma.

ABSTRACT

Peripheral nerve lesions with segmental
defect currently remain a challenge for
microsurgeons, several alternatives exist
forecast results variable. The development
of an experimental model in which

perform a termino-lateral neurorrhaphy
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double allows neural defect management
with  better prognosis and  lower
morbidity. Aim was to evaluate the
pattern of axonal regeneration by
measuring the total number of myelinated
axons, regeneration group and the
presence of unmyelinated fibers with
similar morphology; we proposed an
experimental model in rats to determined
the pattern of neural regeneration through
histopathological examination of the
proximal and distal segments of the
affected nerve. We used for the study 7
Winstar rats, which were made to the
model using tibial and peroneal nerves
respectively after resection of 1cm in the
peroneal nerve creating a significant
defect. 8 weeks after the procedure, we
evaluated sample from each segment
resulting in significant differences in the
number of axons and unmyelinated fibers
morphology between the proximal and
distal end indicating proper axonal
regeneration pattern; Likewise there were
no differences in the amount of
regenerative  groups  indicating a
homogeneous pattern of repair. In

conclusion, this technique can be a
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valuable tool in the treatment of neural
defects decreasing morbidity produced by
a graft and the possibility of the
development of residual neuromas.
Keywords: neurorrhaphy, termino-lateral
neurorrhaphy, neural regeneration,

peripheral nerve neuroma.
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1. Introduccion

Las lesiones de nervio periférico en la
actualidad representan un reto para el
cirujano y a pesar de los avances en la
microcirugia, aln se requieren mas
estudios para el mejorar los resultados
funcionales de estas lesiones. El reparo
termino-lateral es una de las nuevas
herramientas que se esta desarrollando
para el manejo de ciertas lesiones
nerviosas, especialmente en aquellas
donde existen grandes defectos en los
que el uso de injertos muy largos podria
llegar a ser poco practico debido a su
asociacion con fibrosis intraneural y
atrofia del 6rgano blanco en virtud del

tiempo prolongado para la reinervacién®

El mecanismo por el cual se regeneran
los axones en la neurorrafia termino-
lateral y mas aun, el efecto sobre el
nervio donante, es motivo de

controversia. Con este estudio se
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pretendi6 aumentar la evidencia
respecto a la utilidad de la doble
coaptacion termino-lateral demostrando
cuantos axones viables sobrepasan la
doble anastomosis y su relacion con el
nimero de axones en los nervios
intactos, tanto del receptor como del
donante mediante el analisis
histol6gicos a través de microscopia
Optica de alta resolucion  en los

segmentos  proximales 'y distales

correspondiente a cada nervio.

Al demostrar la viabilidad de una
cirugia donde se haga una doble
neurorrafia  termino-lateral en los
pacientes con lesiones de nervio
periférico, se disminuirian los tiempos
de cirugia considerablemente, porque
no se necesitara lesionar otra zona del
cuerpo, al no ser necesario tomar injerto

de una zona donante.
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2. Metodologia

Realizamos un estudio experimental
utilizando 7 ratas de la raza Wistar que
se mantuvieron en el bioterio de la
Universidad El Bosque, bajo
supervision, en condiciones estandar, a
una temperatura ambiente promedio de
18°C, con adecuada ventilacion, con un
ciclo luz-oscuridad de 12x12 horas, con
una humedad relativa del 55% y con un
macroambiente libre de ruido, con tasa
de intensidad menor a 65dB.Se dispuso
de habitadculos fijos de un éarea de
4x3.6metros, en jaulas independientes
cada una de 30x30cm, en condiciones
de esterilidad con paneles
desmontables, de facil limpieza y
mantenimiento. La alimentacion se baso
en concentrado balanceado para los
requerimientos metabdlicos altos de las
ratas, con una cucharadita diaria de
aceite vegetal para evitar tricobezoares

y con acceso ad libitum al agua.
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Intervencion Quirdrgica

Se procedio a realizar la intervencion
quirdrgica en el laboratorio de
microcirugia de la Universidad El
Bosque bajo anestesia general con
pentobarbital ~ sodico  30-50mg/kg
intraperitoneal, se realizo rasurado del
area glutea del lado asignado y asepsia
con preparado de metanolal 70% mas
yodopovidona. Los procedimientos se
realizaron bajo magnificacion binocular
usando microscopio quirdrgico con
técnica microquirdrgica. Se realizo una
incision vertical de 2cm de longitud en
el glateo y se diseco en profundidad
hasta identificar el nervio ciatico y sus
dos ramas principales: el nervio
peronero y el nervio tibial. Luego el
nervio tibial se secciono 1cm distal a la
bifurcacion y se reseco un segmento de

1cm para crear una brecha entre los

extremos distal y proximal del mismo.



Patrdn de regeneracion axonal de doble neurorrafia termino-lateral

en un modelo experimental en ratas

El extremo proximal del nervio tibial se
anastomoso, mediante una ventana
epineural, en un lado del nervio
peronero intacto, usando la técnica de
sutura  termino-lateral con nylon
monofilamento 10/0. El extremo distal
del nervio tibial sera anastomoso a otro
segmento del nervio peronero usando la
técnica de sutura termino-lateral con
nylon monofilamenteo 10/0, pero a
diferencia de la coaptacion realizada
para el extremo proximal, en éste se le
realizo axotomia al nervio peronero en
el area de la coaptacion. La incision se
suturo por planos con  sutura

monofilamento nylon 4/0.

A las 8 semanas de la intervencion, con
los animales bajo anestesia general en la
forma descrita, se realizo la toma de
muestra de los segmentos distal y
proximal del nervio tibial 3mm
proximal a la coaptaciéon y de los

segmentos distal y proximal del nervio
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peronero 3mm proximal y distal,
respectivamente, a la coaptacion. Bajo
anestesia general, se inducird la

eutanasia con sobredosis de

pentobarbital intracardiaco.

Foto 1. Diseccion del nervio peronero

y tibial.
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Foto 2. Doble neurorrafia termino-

lateral

Procesamiento de las Muestras

El analisis histologico de las muestras
se realizo en el laboratorio de
microscopia electronica de transmisién
del Departamento de Patologia de la
Fundacion Santa Fe de Bogota Las 28
muestras de nervio de aproximadamente
3mm al momento de ser recolectadas, se
colocaron en un vial de plastico de 15

mm con aproximadamente 10 veces el

volumen que ocupa la muestra de
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glutaraldehido (GLH) a 4°C. Las
muestras fueron marcadas con un
cadigo alfanumérico teniendo en cuenta
el espécimen del que se tomaron y del
sitio exacto del nervio. Se procedi6 a
realizar el proceso de fijacion de las 28
muestras en GLH. Se fijaron con GLH
al 4 % por 24 horas, posteriormente se

lavaron con agua destilada o buffer.

Se realiz6 el proceso de Post-fijacion
con Tetroxido de Osmio al 1% durante
2 horas a 4°C, protegido de la luz. Se
realiza la fase de Contraste pre-
imbibicion con Acetato de uranilo al 3%
durante toda la noche. Posteriormente se
llevaron las muestras al proceso de
deshidratacion con diferentes
concentraciones de alcohol, luego se
realiz6 el proceso de Infiltracion con
una mezcla 1:1 etanol absoluto: acetona,

durante 15 minutos seguido por acetona

pura por 15 minutos.
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Posteriormente se hizo la Imbibicién
con una mezcla 1: 1 Acetona: resina
durante 2
horas. Luego resina pura (Spurr)
durante 2 horas posteriomente realizé la
Inclusion de las muestras llenando los
pozos del molde de inclusién con resina
pura, fresca para la cantidad de
muestras necesaria. Finalmente
hicieron los rétulos de los bloques en
papel blanco con lapiz, se cortaron y
colocaron dentro de cada pozo para
bloque.

El proceso de Polimerizacion consistio
en colocar el molde en el horno,
previamente caliente, a 70 °C, durante
16 a 24 horas posteriormente se realizo

el desmolde a temperatura ambiente por

10 minutos.

Las muestras se procesaron siguiendo
los controles de calidad que tienen
establecidos en el Laboratorio de la

Fundacién Santa Fe. Los nervios se
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procesaron en los tiempos y en las
condiciones indicadas, asi se obtuvieron

resultados éptimos.

Finalmente el procedimiento de corte
con micrétomo para muestras semi-
finas se realizo utilizando un micrétomo
segln protocolo establecido lo cual
permitieron obtener 5 a 7 cortes
definitivos, aproximadamente de 1
micra de grosor. Se reconocid la calidad
y el grosor del corte por su brillo y color
tornasolado. Se alist6 una lamina
portaobjetos limpia con una gota
pequefia de agua. Con el pelillo del otro
lado del palito, se pescé los cortes y se
colocaron sobre la gota de agua. Se
puso a secar la lamina en la plancha,
previamente caliente a 60°C por 10
minutos.

Posteriormente  se  realiz0  una
coloracion con azul de toluidina al 1% y
se observo en el microscopio Optico de

alta resolucion.
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Analisis de Variables

Las variables evaluadas de forma
histologicas fueron el ndmero total de
axones mielinizados en cada uno de los
extremos descritos. Todas las variables
fueron del tipo cuantitativo de razén. Se
describieron los promedios de axones
extrafasciculares e intrafasciculares, el
recuento de grupos regenerativos y la
presencia de fibras con morfologia
amielinicas; Se  realizo una
comparacion de medias por medio de
un test de t-student utilizando como
paquete estadistico SPSS permitiendo
establecer  diferencias  estadisticas

mediante la comparacion de las

muestras obtenidas.

Aspectos Eticos

Basados en un marco legal del Estatuto
Nacional de Proteccion de los Animales
que fue otorgado por la Ley 84 de

diciembre de 1989 y de la resolucion
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008430 de octubre de 1993 en la cual se
dictan las directrices para la préactica en
investigacion con el uso o empleo de
animales se planteo el desarrollo de un
habitat bajo condiciones adecuadas de
movilidad, aseo, alimentacion y luz
siendo estas medidas garantizadas bajo
el cuidado y proteccion del Bioterio de
la Universidad El Bosque. Se garantizo
la administracion completa de los
suministros alimenticios, medicamentos
y bienestar que los ratones requieran
para su desarrollo y crecimiento durante
observacion e

el periodo de

investigacion.

Este protocolo fue presentado para
aprobacion en los comités de
investigacion y ética de la Fundacion
Santa Fe de Bogota y de la Universidad

El Bosque siendo aprobado para la

realizacion sin ninguna recomendacion.
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3.Resultados

Los resultados de todas las variables

examinadas fueron de distribucién

normal al aplicar la prueba de
Kolmogorov — Smirnov. Por tanto, por
medio de la prueba de t-student, se
encontraron los hallazgos que se
describen a continuacion, segin cada
variable analizada. Se utilizé el software

estadistico SPSS.

Numero total de axones por area en

mm2:

Al comparar el promedio del nimero
total de axones del extremo proximal
del nervio donante: A (247 + 84.8)
contra el numero total de axones del
extremo proximal del nervio receptor: B
(189.42 + 111.8), se encontré una
diferencia estadisticamente significativa
(p<0.001) que indica un mayor nimero

de axones en el segmento A. Asi

mismo, cuando se compar0 el promedio

10
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de axones del extremo distal del nervio
donante: C (303.42 + 118.81) contra el
extremo distal del nervio receptor: D
(230.144112.7) se encontrd una
diferencia significativa (p<0.001) que

implica un mayor nimero de axones en

el segmento C.

Por otro lado, al comparar los
promedios del ndmero total de axones
mielinizados entre los  extremos
proximal y distal del nervio donante, A
y C respectivamente, se encontré una
diferencia significativa (p<0.001) a
favor de mayor numero de axones en el
extremo distal C. A su vez, entre los
extremos proximal y distal B y D del
nervio receptor, hubo una significancia
estadistica (p=0.004) a favor de una
mayor presencia de axones en el

extremo distal D.

Ndmero total de grupos regenerativos

por area en mma2:
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Al comparar los promedios de la
cantidad de grupos regenerativos entre
los extremos proximales A (5.28+6,47)
y B (1.85+4.09), no existio diferencia
estadisticamente significativa
(p=0.074); asi mismo, al comparar los
promedios de la cantidad de grupos
regenerativos entre los extremos distales
C (13.14+17.24) y D (12.14+18.93) no
existio  diferencia  estadisticamente
significativa (p=0.09). Entre tanto, al
comparar las medias entre los extremos
proximal y distal del nervio donante, A
y C, no se encontr6 diferencia
estadistica (p=0.074) como tampoco se
encontré (p=0.276) en el analisis de la
cantidad de grupos regenerativos entre

los extremos proximal y distal del

nervio receptor B y D.

Presencia de fibras amielinicas por

area en mm2:

11
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Al comparar la presencia de fibras
amielinicas entre el segmento A (7.71

262) vy B (414 + 4.29) existio
diferencia estadistica (p<0.001) a favor
de una mayor presencia fibras
amielinicas en el segmento A. Al
comparar entre C (11 + 1) y D (7.85 £
3.89) existio diferencia estadistica
(p<0.001) a favor de la presencia de
fibras amielinicas en el segmento C, lo
cual demuestra que hubo una mayor
presencia de fibras amielinicas en el
nervio donante que en el receptor. Por
altimo, al comparar entre A 'y C, existio
diferencia estadistica (p<0.001) a favor
de mayor presencia en el segmento
distal C y al comparar entre B y D,
existi6 una diferencia estadistica
(p=0.002) a favor de mayor presencia
de fibras amielinicas en el segmento

distal D.
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Foto 3 Extremo distal de un nervio

receptor o peronero (D), distal a la
anastomosis, a las 8 semanas del
procedimiento. Notese los axones
(flecha negra gruesa), los grupos
regenerativos (estrella negra) y las
fibras de aspecto amielinico (flecha

negrada delgada).

4.Discusion

Las lesiones de los nervios periféricos
son frecuentes. El desarrollo de nuevas
técnicas microquirdrgicas acompafado
del avance en el instrumental
microquirdrgico y la evolucion en la
investigacion de la fisiologia de la

regeneracion nerviosa, han ayudado a
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mejorar el pronostico de los pacientes
con lesiones de nervio periférico. A
pesar de tener mas de 100 afios el
tratamiento quirdrgico moderno de las
lesiones con defecto o brechas de los
nervios, hoy en dia continta siendo un

problema en el area de la microcirugia.

En la dltima década se han realizado
grandes esfuerzos para comprender la
regeneracion nerviosa y encontrar

alternativas diferentes a la utilizacion

del nervio autégeno.

La recuperacion funcional despues de
una lesién de cualquier nervio periférico
estd determinada principalmente por dos
factores, primero por el tiempo de
reinervacion de la placa motora y
segundo por el nimero de axones

regenerados que lleguen a ella.

Utilizar un injerto donante autélogo
para colocarlo en el sitio del defecto

nervioso, es la cirugia que generalmente
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se realiza; pero esta se asocia con varias
desventajas como la realizacién de otra
incision adicional para la toma de un
nervio sensitivo sano, que lleva como
resultado un deficit sensitivo  del
respectivo dermatoma, incrementando
la morbilidad; generalmente la cantidad
de injerto que se puede utilizar es
limitada, sobretodo en casos de lesiones
extensas o cuando hay compromiso de
mas de un nervio, lo que quiere decir
que en los defectos mayores a 10cm
mal

existe  un pronostico  de

recuperacion clinica.?

Para solucionar esto se han utilizado
aloinjertos y conductos de diferentes
materiales con el objetivo de reemplazar
el injerto autdlogo, pero se ha
demostrado que la regeneracion axonal
no es posible en conductos acelulares,
sin células de Schwann y sin factores de

crecimiento, en conductos mayores a

los 4cm de longitud®.
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Por las  multiples  desventajas
mencionadas y por el mal prondstico en
las lesiones extensas es necesario buscar
métodos alternativos en la
reconstruccion del nervio periférico,
como el planteado en esta investigacion,
estudiamos el

donde patron de

regeneracion axonal en wuna doble
neurorrafia termino-lateral, evitandose

asi la utilizacion de un injerto de nervio.

Diferentes modelos experimentales han
demostrado la regeneracion axonal en
las neurorrafias termino-laterales, para
que ocurra esto deben suceder tres
cosas, que haya la induccion de brotes
colaterales, que exista la habilidad
axonal de cruzar varias capas y que se

reajusten las motoneuronas que han

adoptado la nueva unidad motora®.

Es conocido que en pequefios roedores
puede existir en algunas ocasiones

regeneracion espontanea de los nervios,
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por lo tanto en esta investigacion se
tuvo el cuidado de realizar una técnica
microquirdrgica minuciosa para realizar
las neurorrafias y que la rafia proximal
estuviera separada de la distal por lo
menos un centimetro. Tal reconexion se
evalué al momento de la toma de las
muestras para histologia y no se

encontrd en ninguno de los casos.

La doble neurorrafia termino-lateral nos
ofrece varios beneficios, como se

muestra en nuestra investigacion.

Primero, al no utilizar un injerto
donante generamos menos morbilidad
en la intervencién quirtrgica. Segundo
la adecuada regeneracion axonal del
nervio lesionado, sin lesion del nervio
donante, y la disminucion del riesgo de
formacion de neuromas en el cabo
proximal lesionado, al realizarle una
neurorrafia termino-lateral como ya lo

mostraba Aszmann et al, en su

publicacién,>®"8910
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El crecimiento axonal es el factor méas
importante para el adecuado resultado
clinico en las lesiones de nervio
periférico. EI mecanismo exacto de la
reinervacion en las  neurorrafias
termino-laterales no ha sido plenamente
identificado. Trabajos de investigacion
como el que estamos desarrollando

ayudan dilucidar un poco mas sobre este

tema.

En nuestra investigacion las diferencias
encontradas en los cabos proximales de
los nervios (A y B), comparados con las
muestras de los fragmentos distales (C y
D) nos indican que existe una adecuada

regeneracion axonal de ambos nervios.

No existi0 diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos A y B, al
ser los cabos nerviosos proximales sin

lesion.

Ademas en los cabos distales (C y D)

existen un mayor nimero en proceso de
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regeneracion, puesto que
morfolégicamente a nivel
ultraestructural, dentro de las fibras

descritas como de aspecto amielinico, se
encuentran axones en proceso de
mielinizacion, que no se identifican con
claridad por el tiempo de regeneracion
que se estipulo para este trabajo.
Estudios ultraestructurales mas
completos y con un mayor tiempo de
seran

seguimiento de reinervacion

llevados a cabo en proximas

investigaciones.

La  diferencia  estadisticamente
significativa entre las muestras de los
segmentos distales C y D, a favor de C,
se explica porque este es el nervio
donante, en donde no existio una
completa disrupcion de las membranas
basales de las células de Schwann, lo

que explica mayor nimero axonal y a la

vez regeneracion nerviosa.
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Se evidencio tanto en el conteo y en las

caracteristicas  ultraestructurales  del
grupo C y D, un aumento del colageno
endoneural. Aunque este es un estudio
controlado en ratas jOvenes, sin
evidencia aparente de comorbilidades, y
con tiempos entre la seccion nerviosa y
las neurorrafias muy cortos; la presencia
de dicho aumento es un factor que nos
permite suponer que los procesos de
interaccion nutricional entre los vasos
endoneurales y la poblacion axonal, se
vean afectados, en contra del adecuado
suministro y desecho de sustancias,
pudiendo alterar el proceso de
recuperacion funcional, que es a donde
apunta finalmente el resultado esperado.
De ahi que extrapolando a los pacientes
que necesitaran un procedimiento como
este, los factores adicionales como
comorbilidades y tiempo transcurrido
para la realizacion del procedimiento
pueden factores

ser prondsticos
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adversos en contra de la recuperacion

esperada tanto motora como sensitiva.

5. Conclusiones

Las lesiones de los nervios periféricos
se presentan frecuentemente y hoy en
dia constituyen un reto en la
microcirugia. Cuando existen defectos
nerviosos extensos se necesitan injertos
que conllevan a aumentar la morbilidad

y no mejoran sustancialmente el
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pronostico. La doble neurorrafia
termino-lateral puede ser una valiosa
herramienta en las lesiones de nervio,
ya que se demuestra una regeneracion
axonal adecuada, sin lesion del nervio
donante, sin la comorbilidad de un

injerto autélogo 'y disminuye la
probabilidad de un neuroma al realizar
una neurorrafia termino-lateral del cabo

proximal.
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