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Seccion 1V. Investigacion y Ciencias Basicas

Injertos nerviosos usando biotubos de dexén
reabsorbibles (Estudio experimental en conejos)

Dr. Yolanda Restrepo R.

En 40 conejos machos, se comparé la regene-
racién anatémica y funcional de un injerto
nervioso convencional de 30 mm. de longitud,
efectuado en el nervio ciatico, con un injerto ner-
vioso interponiendo un biotubo de dexon (acido
poliglicélico) (Davis-Geck) reabsorbible, de 30
mm. de longitud y 2 mm. de diametro, suturado
a los extremos proximal y distal. Los animales se
sacrificaron por grupos 5 a 16 semanas después
del procedimiento, para estudio histopatolégico,
haciendo cortes en los extremos proximal y distal
y a través del biotubo vacio. Troncos nerviosos
multifasciculares regeneraron desde el extremo
proximal hacia el extremo distal del nervio. Para
la estimacién cualitativa se tomaron en cuenta:
el espesor de la vaina de mielina y la regenera-
cién axonal. Los resultados cuantitativos obteni-
dos se trataron por métodos gréaficos de
histogramas y métodos mateméticos en porcen-
tajes.

A las mismas 5 y 16 semanas la actividad
muscular, los potenciales evocados y las veloci-
dades de conduccién fueron registradas, obser-
vandose reinervacioén.

Introduccién

Laregeneracion funcional después de una sec-
cién de un nervio periférico, es un proceso com-
plejo dependiente de influencias locales y
periféricas. La seccién altera tanto la estructura
nerviosa como el funcionamiento normal
endoneural. Cuando la lesién de un nervio deja
un espacio entre las estructuras nerviosas, la re-
dgeneracién endoneural se produce, sea con un
crecimiento desordenado de las fibras producien-
do un neuroma, o con una direccién de las fibras
del extremo proximal hacia el distal mal orienta-
do, cuyo resultado final serd una pobre
reinervacién muscular.

* Directora Programa de Posgrados Ortopedia y Trau-
matologia, Universidad Nacional. Premio investigacién “José
V. Bernal” XI Congreso SCCOT.

Eluso de un injerto nervioso parareparar pér-
didas de sustancia en un nervio, se inicié desde
1870 con Philipeaux y Vulpian®. y fue mas tarde
popularizado por Seddon®7, Michon®? y Millesi'*
Los mecanismos basicos del proceso de
mielinizacién en las fibras regeneradas han sido
estudiados!®!!12 pero, los factores que intervie-
nen en el control del crecimiento y la orientacién
de las fibras atin no estan claros.

Sin embargo, la existencia de sustancias
quimiotaxicas que impulsen el crecimiento de las
fibras hacia distal, atin no ha sido completamen-
te verificado.

Con los avances de la bioingenieria en la cons-
truccién de material ortopédico reabsorbible*, se
inicié también la investigacién de la utilizacién de
estos materiales en los nervios periféricos.

Numerosos estudios previos han utilizado di-
ferentes materiales como injertos en los nervios
periféricos, con variables resultados en cuanto a
la regeneracién]5.15.17,18.19202 : 4

En el presente estudio se cre6 un modelo ex-
perimental, en el cual los extremos seccionados
del nervio ciatico fueron suturaqos proximal y
distalmente a un biotubo de dexon reabsorbible
de 30 mm. de longitud, comparando la regene-
racion obtenida dentro de esta gufa con un injer-
to nervioso convencional, de la misma longitud,
efectuado en el lado contralateral.

Materiales y Métodos

El nervio ciatico de 40 conejos machos fue
utilizado para comparar un injerto nervioso in-
terponiendo un biotubo reabsorbible en el lado
derecho, con un injerto convencional como lo
propuso Millesi® en el lado izquierdo.

Cada extremidad del nervio ciatico se resec6
en una longitud total de 30 mm. Los tres gran-
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des grupos fasciculares del nervio izquierdo, fue-
ron injertados con un autoinjerto proveniente del
lado derecho, utilizando el microscopio quirtirgi-
co y suturados con nylon 10/0.

En el lado derecho, después de resecar en el
nervio ciatico una longitud de 30 mm., se cort6é
un biotubo de la misma longitud y de 2 mm. de
didametro. Los extremos proximales y distales fue-
ron suturados utilizando el microscopio quirtirgi-
co con nylon 10/0. La primera sutura se colocé
en la pared posterior del extremo proximal y la
anastomosis se completé segtin el método de
triangulacién.

La piel se cerrd y no se dejé ninguna inmovili-
zacién externa. Los animales fueron dejados en
libertad con una cerca de ladrillo, para evitar las
tlceras infectadas que se producen en las patas
al estar en jaulas debido al déficit sensitivo.

Laregeneracién nerviosa fue investigada des-
dela4 hasta 16 semana con estudios histolégicos
y electromiograficos.

La Actividad Voluntaria Muscular, se registré
en el gastrocnemius y el tibialis cranialis, con un
electrodo de aguja concéntricade 0.4 mm. de dia-
metro, introducida sobre la parte posterior de la
pata. Larespuesta evocada motora se efectué en
el gastrocnemius utilizando un electrodo bipolar
de aguja con un diametro de 0.45 mm., después
de estimulacién trascutanea con 75V y con una
duracién de 0.2m. La estimulacién se hizo desde
proximal hasta distal a lo largo del nervio tanto
en el lado derecho como en el izquierdo.

Posteriormente los animales fueron sacrifica-
dos, y el nervio cidtico de cada lado se fij6 en
Glutaraldehido en una solucién buffer de
cacodilato. Los segmentos del nervio se coloca-
ron en Epon y se colorearon con azul Il. Seccio-
nes trasversales de 1 micrén de espesor fueron
efectuadas a lo largo del injerto y 3 mm. distales
al sitio de sutura, tanto en el biotubo como en el
control.

Las secciones fueron examinadas con micros-
copio de luz, y se hizo una estimacién cuantitati-
va de la vaina de mielina y el cilindroeje.

Areas seleccionadas fueron cortadas para
microscopia electrénica, teflidas con Acetato de
Uranil y Solucién de Reynolds.

Se efectud un analisis univariado haciendo una
estimacién cuantitativa del diAmetro de las fibras,
midiendo el espesor de la vaina de mielinay con-
siderando ésta como la tinica variable.

Una vez preparadas las laminas de los cortes,
se procedi6é a hacer mediciones del niimero de
fibras, el ancho de cada una de ellas y el ancho
de su respectivo cilindroeje. Estas mediciones se
hicieron a través de una ventana inspeccién de
caracterfisticas estandar para todas las observa-
ciones. El nivel de mielinizacién se determiné
como el porcentaje promedio de superficie
mielinizada de la fibra entre las zonas media y
distal. Una vez hechas todas estas mediciones, se
agruparon por tiempo (semanas) y a cada grupo
de datos se le obtuvo la media aritmética y la
varianza.

Desde el punto de vista estadistico, se esta-
blecié la distribucién de frecuencia de las distin-
tas fibras midiendo el espesor de la vaina de
mielina, la estimacién de la media y la varianza.

Posteriormente se efectud un andlisis de dife-
rencia de las varianzas a partir de la homologa-
cién de las distribuciones “t” de Student y F de
Fischer, con un nivel de significancia = 0.005.

Para comparar las medidas de los dos grupos
se utilizé un histograma, en el cual, el niimero de
fibras (eje X) se comparé con el diametro de las
fibras (eje Y).

Esta estimacién se calculé en porcentajes y
cada valor promedio entre O-16 micrones se re-
gistré en el computador.

Resultados

Hallazgos histolégicos: Después de ocho se-
manas, la seccién trasversal de la parte media
tanto del biotubo como del injerto convencional
se muestran en la Fig. 1 A.B. Estas representan
los cambios vistos al microscopio de luz, en el
biotubo (A) pueden observarse numerosos
minifasciculos rodeados por una abundante pro-
liferacién de fibroblastos. Si comparamos los dos
lados, hay una mielinizacién menor en el biotubo,
pero parece tener una mejor organizacion, existe
un incremento en la vascularizacién en el biotubo
indicada por el mayor niimero de vasos vistos.

Las secciones de la parte media en la semana
11, muestran regeneracién en el biotubo. El ta-
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mano de las fibras es pequeno y la envoltura de

mielina atin es muy delgada, los dos grupos son
similares.

Fig. 1 A y 1 B. Muestra el proceso de regeneraciéon en la
parte media del biotubo y del control.

Después de quince semanas puede observar-
se la tipica apariencia de un nuevo tronco ner-
vioso. Los fasciculos estan finamente unidos con
fibroblastos concéntricos y colageno, rodeados
por una aparente envoltura similar al epineurium.
Fig. 2 A.B. (A biotubo).

Con mayor magnificacién se evidencia la re-
dgeneracién de la vaina de mielina. Puede
suponerse que al interponer un biotubo como
injerto nervioso se puede lograr una maduracion
satisfactoria.

El Histograma de la Fig. 3 muestra la distribu-
cién de las frecuencias absolutas de los diame-
tros de las fibras seccionados en la parte media,
expresados en micrones cuadrados. Esta distri-
bucién presenta los avances detectados en el pro-
ceso de regeneracion.

: 4 #w ﬁ" iy i ;,1” '../ J
Fig. 2 A y 2B. Puede observarse que la regeneracion de la
mielina es similar en los dos grupos.

X

SECCIONES DEL
MEDIDAS ALOS T

DIAMETRO DE LAS FIBRAS

Fig. 3. Compara el nimero de fibras por mm?
y el diametro de las fibras (u?)

Las Figuras 4 y 5 presentan la distribucién de
las frecuencias relativas (en porcentaje) del area
de la envoltura de mielina encontrada en las sec-
ciones de la parte media y distal respectivamen-
te, alos tres meses, expresados en micrones cua-
drados.

El porcentaje en valores relativos para las fi-
bras con un diametro superior a 7 micrones, fue
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de 76.26%. La Grafica muestra un aumento re-
lativo del niimero de fibras mielinizadas con mayor
diametro en la parte media comparativamente
con la parte distal, posiblemente por una menor
regeneracion distal en este periodo de tiempo,
tanto en el biotubo como en el injerto control.

En las figuras anteriores podemos observar
que tanto en el biotubo como el injerto conven-
cional, las secciones de la parte media y distal
mostraban una regeneracion nerviosay un acep-
table nimero de envolturas.

DISTRIBUCION DE LA ENVOLTURA DE MIELINA
MEDIDAS A LOS TRES MESES
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Fig. 4 y 5. Distribucién de la envoltura de Mielina Micrones?,
medida a los tres meses.

Hallazgos electromiograficos

Desde el punto de vista electrodiagnéstico, a
partir de la quinta semana se obtiene una res-
puesta evocada en el grupo de estudio luego de
la estimulacién eléctrica trascutdnea. Antes de
este tiempo sélo se observan, a la electromio-
grafia de aguja, abundantes signos de inestabili-
dad de membrana muscular y demas caracteris-
ticas de la denervacién aguda.

Hacia la sexta semana ya se identifican poten-
ciales de accién de unidad motora de baja ampli-
tud y corta duracion, evidencia de la actividad de
reinervacién, las cuales estan mas claramente
definidas hacia la octava semana como puede
apreciarse en la Figura 6. Esta actividad de
reinervacién, como se deriva del andlisis de los
trazos electromiograficos, esta mas clara y defi-
nida en el grupo del biotubo que en el control.

BIOTUB0O
EMG 8 SEMANAS
REINERVACGION

GCONTROL

EMG8 SEMANAS
REINERVAGION

B 4 X
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Fig. 6. Actividad de reinervacién en los dos grupos.

En etapas posteriores, la actividad de
reinervacién contintia y sigue siendo mas precoz,
organizada y madura en el grupo del biotubo.

Hacia la semana dieciséis, Figura 7, se obser-
van potenciales de accién de unidad motora de
mayor voltaje y duracién, evidencia electrofisio-
I6gica de una reinervacién exitosa. Se aprecian
también, potenciales de accién de gran amplitud
y corta duracién, correspondientes a la activacion
de fibras musculares a partir de gemacién cola-
teral, fenémeno observado sélo en el grupo del
biotubo.
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CONTROL

EMG 16 SEMANAS
REINERVACION

BIOTUBO

EMG 16 SEMANAS
REINERVACION

Fig. 7. Adecuada reinervacion en los dos grupos

Discusiéon

En la busqueda de métodos ideales para re-
parar pérdidas nerviosas, la utilizaciéon de injer-
tos homologos?? 2> 24, injertos pretratados?52627
injertos heter6logos?#2?® y envolturas de diferen-
tes tipos'920213031 han sido investigados. La gran
cantidad de métodos existentes indica que no hay
ninguno que sea absolutamente satisfactorio. Los
estudios de Lundborg'® ?° han demostrado que
los axones son capaces de encontrar el camino
correcto a través de una cAmara mesotelial va-
cia. Con los biotubos reabsorbibles también es po-
sible obtener regeneracién a través de ellos.

Clasicamente, se ha dicho que los axones re-
deneran utilizando los viejos tubos endoneurales;
principalmente Sunderland®? ha esbozado la im-
portancia de los viejos tubos endoneurales o
membranas basales que proveen conductos guias
para la regeneracion de los axones. En este ex-
perimento, los axones se dejaron libres en un solo
tubo guia vacio, para encontrar el camino hacia
distal y efectuar su propia organizacién, no exis-

tian tubos endoneurales por los cuales las fibras
crecieran. Esto también confirma los estudios de
Lundborg con la camara Mesotelial y Restrepo 2!
con el perineurium vacio.

En este estudio, el analisis Histolégico mues-
tra que las fibras regeneradas aparentemente se
organizan con un patrén fascicular, que se pare-
Ce a la estructura de un nervio normal. En los es-
tadios iniciales existe una excesiva actividad
fibroblastica, sin embargo, éstos no indican
fibrosis sino un estado de la maduracién de la
vaina de mielina. Esto esta de acuerdo con los
resultados obtenidos por Cabaud*’ y confirma el
crecimiento y maduracién de las fibras.

En conclusién, los resultados de este estudio
experimental muestran que la utilizacién de tu-
bos reabsorbibles como guias de injertos nervio-
sos es técnicamente posible. Por tanto, se debe
continuar con este tipo de investigaciones orien-
tandolas a la posible aplicacién en los seres hu-
manos, lo cual es (til por la prevalencia creciente
de las lesiones completas de nervio periférico en
humanos y la necesidad de mejorar los resulta-
dos finales obtenidos con otras técnicas y dismi-
nuir el nimero de secuelas, en especial los déficit
sensitivos que aunque minimos estan presentes
en la zona donante.
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