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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar si el FGF promueve la regeneracion o reinervacion del
nervio cidtico en ratas, evaluada en dos dimensiones: morfolégica mediante
estudio histolégico y funcional por medio de la electromiografia.

MATERIAL Y METODO: Se realiz6 un estudio experimental en ratas, siguiendo el
modelo murino estandarizado. Se formaron dos grupos de diez ratas sanas cada
uno, a las cuales se les secciond el nervio ciético colocandose tubulizacion. En su
interior a un grupo se le aplicd FGF y a otro, solucién fisiolégica. Se evalué la
reinervacion a través de histologia y electromiografia. Las variables identificadas
mediante histologia de la biopsia obtenida de la unién del nervio seccionado
fueron: presencia y numero de troncos nerviosos nuevos. Los estudios
histolégicos fueron realizados en los dias 7, 14 y 21 de seguimiento. A través de
electromiografia se evalud la reinervacién muscular a los dias 7 y 21 en ambos
grupos, verificando amplitud, duracién y estabilidad del potencial de la unidad
motora. Las diferencias de medias se evaluaron mediante la prueba t de Student.
RESULTADOS: No hubo diferencias estadisticas significativas del promedio de
nuevas fibras neuronales en ambos grupos, de 3.9 y 3.6 en los grupos de FGF y
solucién fisiologica respectivamente. La respuesta electromiografica a los 7 y 21
dias posquirirgicos fue la misma para ambos grupos, mostrando un potencial de
accién caracteristico de reinervacién: estables, con poca intensidad o amplitud y
larga duracion.

CONCLUSIONES: La utilizacién del FGF, al parecer, no influye en la regeneracion
neuronal a través del aumento en la angiogénesis.

Palabras claves: Reinervacion, tubulizacién nerviosa, factor de crecimiento
fibroblastico.



SUMMARY

OBJECTIVE: To determine if the FGF promotes the regeneration and reinervation
of the sciatic nerve in rats, the evaluation are in two dimensions: morphologic
identified by means of histologics and functional study by means of the
electromyography.

MATERIAL AND METHOD: An experimental study was made in rats, following the
murino model standardized. Two groups of ten healthy rats formed each one, to
which them sectioned the sciatic nerve and was placed tubulizacion. In its interior
to a group it was applied FGF to him and to another one, physiological solution.
One evaluated the reinervation through histology and electromyography. The
histology variables were: it is present at and number of new nervous trunks. The
histologics studies were made in days 7, 14 and 21 of pursuit. Through
electromyography the muscular reinervation to days 7 and 21 in both groups was
evaluated, cheking espaciousness, length and stability.

RESULTS: There were no histologics statistics differences between the groups
with relation to the development of new neuronal fibers, of 3.9 and 3.6 in the
groups FGF and physiological solution repectly. The electromyographics answer to
the 7 and 21 postsurgery days was the same one for both groups, showing an
ample evoked potential characteristic of the reinervation, stable, with little intensity
and it releases lenght. For the evaluation of average diferrences we used t
Student.

CONCLUSIONS: The use of the FGF, apparently, it does not influence in neuronal
regeneration through the increase in the angiogenesis.

Key words: Reinervation, nervous tubulization, factor of fibroblastics growth.



ANTECEDENTES

Las lesiones de nervio periférico son las que con mayor frecuencia surgen como
consecuencia de traumatismos o accidentes de trabajo y son uno de los
problemas més frecuentes que se atienden en los servicios de urgencia. Esto
conlleva un reto para el cirujano plastico ya que compromete la funcién de una de
las herramientas primordiales de nuestro cuerpo afectando la calidad de vida del
paciente. Dentro de las lesiones que puede presentar el nervio es la avulsién del
musculo, lesién nerviosa multifocal a diferentes niveles, lesién alta del plexo
braquial, defectos en el sistema nervioso central o en la terminacion distal del
nervio que se puede perder como resultado de la degeneracion Walleriana,
causando la denervacion, todas estas situaciones producen un severo defecto
funcional y estético. (1)

Sabemos actualmente que no solo una buena técnica microquinirgica se requiere
para la regeneracion del nervio sino que existen otros factores que intervienen
para que se realice de una manera adecuada En las ultimas décadas se ha visto
que aun existe una limitante en el desarrollo de la reparacién y reconstruccion
nerviosa aunque nuestro entendimiento sobre la fisiopatologia del nervio se ha
incrementado substancialmente. (2)

Se han publicado datos experimentales que indican varios métodos que estimulan
un efectivo crecimiento axonal. Por ejemplo, las técnicas de biologia molecular
han ayudado a definir las bases celulares para aumentar la sobreviva y
crecimiento de las células nerviosas. El crecimiento axonal no solo es influenciado
por la misma lesién sino por una serie de factores neurotréficos que usualmente
se clasifican en fres grupos: Neurotroficos (factor de crecimiento neurotréfico,
factor neurotréfico derivado cerebral, entre otros), Citoquinas neuropoyéticas
(factor neurotréfico ciliar e IL-6) y Factor de crecimiento fibroblastico. (2)



Los factores de crecimiento son una familia de proteinas secretadas por la célula
que actGan en un blanco apropiado para realizar una accién especifica. Hay tres
tipos de accién posible: autocrina, paracrina y endocrina. Estos factores de
crecimiento pueden tener varios efectos en muiltiples tipos de células e inducir
ciertas funciones en varios tejidos. (3, 4, 5)

Una vez que el factor de crecimiento liga al receptor membranal de una célula
receptora, induce una sefial intracelular a un sistema transductor que alcanza al
nicleo y produce una respuesta biolégica. Esta interaccion puede ser simple o
compleja. Mas aun esta redundancia del sistema biolégico como las diferentes
formas del mismo factor de crecimiento que liga un solo receptor o diferentes
receptores de factores de crecimiento pueden activarse con una sola ligadura. (3,
4)

En 1974, Gospodarowics (6, 7) establece la existencia del factor de crecimiento
fibroblastico (FGF) en el cerebro y pituitaria. Hoy dia el factor de crecimiento
fibroblastico se conoce que representa a un grupo similar a las proteinas que son
potentes mitdgenos celulares derivados del ectodermo y mesodermo. Existen dos
factores de crecimiento fibroblastico que son el factor de crecimiento fibroblastico
4cido (aFGF) que para ser extraido debe ser bien identificado y se puede
encontrar a nivel cerebral y en la retina; y el factor de crecimiento fibroblastico
basico (bFGF) que se encuentra en el cerebro, pituitaria, retina, cuerpo liteo,
rifion, placenta, suprarrenales, prostata y macréfagos. La estructura y funcion de
ambos estimulan la proliferacién celular y migracion de células endoteliales. (8, 9)

En modelos experimentales el factor de crecimiento fibroblastico topico mostré que
mejora la angiogénesis, la formacién de granulacion tisular. El crecimiento epitelial
y la fuerza tensil en la lesion. (9, 10) El factor de crecimiento fibroblastico basico
juega un papel importante en lesiones comprometidas ya que se ha visto que
mejora la cicatrizacién en roedores que presentan diabetes (11, 12), malnutricién



proteica (13) e isquemia ((14). Recientemente algunos estudios en animales
indican que ambos factores de crecimiento fibroblastico estimulan la regeneracién
del nervio periférico. (15, 16, 17)

El factor de crecimiento fibroblastico basico es un polipéptido de una sola cadena
que estd compuesta por 146 aminoacidos. Primero se extrajo de la pituitaria
bovina con una gran afinidad a la heparina y se llamé asi por su actividad biologica
y promocién de crecimiento fibroblastico. (18, 19) Los recientes avances en la
biologia molecular han identificado y reconocido su accién en la restauraciéon
neuroquimica y morfolégica del déficit neurol6gico ocasionado por hipoxia o
isquemia. (20)

En estudios clinicos en seres humanos en los cuales se ha utilizado el factor de
crecimiento fibroblastico recombinante para el tratamiento de ulceras de presion
cronicas, se ha visto que el factor de crecimiento fibroblastico como terapia ha
tenido resultados en la reduccién del tamafio e incrementa el ndmero de
fibroblastos y capilares en la herida. (21)

Aln existen muchas interrogantes, asi como falta mucho que aprender con
exactitud de como influye el FGF en su microambiente y las interacciones
neuroquimicas que se llevan a cabo en la regeneracion del nervio y que son
reguladas por los factores neurotréficos.

OBJETIVO

Determinar si el FGF promueve la regeneracién o reinervacion del nervio ciatico
en ratas, evaluada en dos dimensiones: morfoldgica identificada mediante estudio
histolégico y funcional por medio de la electromiografia.



MATERIAL Y METODO

Se realizé un estudio experimental en ratas, comparativo, prospectivo y
longitudinal, siguiendo el modelo murino estandarizado, con un tamafio de
muestra convencional. Se formaron dos grupos de diez ratas sanas cada uno, a
las cuales se les seccioné el nervio ciatico y se colocd tubulizacién. Antes de la
neurorrafia y cierre de herida a un grupo se le aplico FGF en el interior del tibulo y
al otro, que sirvié de control, solucién fisiolégica. Las caracteristicas de las ratas
fueron: Wistar, adultas, machos, con peso entre 300 a 350 grs.

La técnica quirirgica de acceso, aislamiento, resecién, tubulizacién y sutura del
nervio ciadtico se encuentra anexo, conjuntamente con el cuestionario para
seguimiento de la cicatrizacién y evaluacién de las dos dimensiones, morfolégica y
funcional, evaluadas (anexos 1 y 4). Las variables identificadas mediante
histologia de la biopsia obtenida de la union del nervio seccionado fueron:
presencia y nimero de troncos nerviosos nuevos. Los estudios histolégicos fueron
realizados en los dias 7, 14 y 21 de seguimiento, sacrificando una rata de cada
grupo respectivamente (anexo 3).

A través de electromiografia cerrada con un electrodo de punta fina se evalud la
reinervacion muscular a las semanas 1y 3 (7 y 21 dias) posquirtirgicas en ambos
grupos, antes de sacrificar a las ratas. Para la estimulacion nerviosa se usaron
pulsos de corriente constante con una duracién de 0.2 mseg con frecuencias entre
0.5-5 Hz. Los mdsculos fueron descansados por cuatro minutos entre cada
estimulacion (anexo 2).

Para evitar factores de confusion se mantuvieron las ratas en jaulas
independientes, el laboratorio establecié una dieta estandar asi como la frecuencia
de la misma, ademas, se busct que el ambiente donde se mantuvieron durante el
estudio fuera poco propicio para la infeccién de las heridas. Se descartaron las



ratas cuyas heridas se infectaron, asi como aquellas que enfermaron o murieron
por alguna causa durante el tiempo de observacion. Asimismo, si el tibulo
empleado se hubiera desplazado o presentara dehiscencia de la unién nerviosa.
RESULTADOS

Histologia de la uni6n o anastomosis

Las uniones nerviosas de los dos grupos experimentales fueron evaluadas
histolégicamente. No hubo diferencias histolégicas entre los grupos con relacion al
desarrollo de nuevas fibras neuronales, pero si en la formacién de nuevos vasos
sanguineos. El grupo de ratas tratado con FGF mostr6 mayor angiogénesis.
Debido a lo anterior, se seleccionaron las fotos de acuerdo a la claridad con la que
se pueden observar los hallazgos con fines expositivos exclusivamente, los cuales
se describiran a confinuacién siguiendo el orden de observacion.

A los 7 dias se pudo observar localmente alineacion de las fibras nerviosas,
congestion vascular y hemorragia reciente (foto 1).

La foto 2 corresponde a una observacion a los 14 dias donde se puede notar la

anastomosis con restablecimiento casi completo de las fibras nerviosas y
disminucién del edema, los vasos estdn aumentados en nimero y no existe
reaccion inflamatoria.

Las fotos 3 y 4 corresponden a los 21 dias. La nimero 3 es un acercamiento del
siio de la anastomosis, que muestra edema entre las fibras, proliferacién vascular
con disminucién del nimero de fibras y notable ausencia de infiltrado inflamatorio.
En la foto 4 podemos ver al nervio con estructura casi normal en el sitio de la
anastomosis, las fibras estan alineadas en su mayoria y en la porcién central se
encuentra edema y proliferacion vascular. Las fotos 5 y 6 se exponen como una
muestira visual de un nervio normal para fines comparativos con la foto 4.



Electromiografia

La respuesta electromiografica a la primera y tercera semana (7 y 21 dias)
posquirtirgicas fue la misma para ambos grupos, mostrando un potencial evocado
amplio caracteristico de la reinervacién, con poca intensidad y larga duracién (foto
7c).
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Foto 7. a) Trazo electromiogréfico normal (medicién basal). b) 7 dias, denervacién
o sin respuesta. c) 21 dias, reinervacion.



Foto 1) 7 dias. Sito de
anastomosis que muestra
alineacion de las fibras
neuronales, congestion vascular y
hemorragia reciente.

Foto 3) 21 dias. Acercamiento del
sitio de la anastomosis. Edema
entre las fibras, proliferacion
vascular, con disminucién del
numero de fibras nerviosas.
Noétese la ausencia de infiltrado
inflamatorio.

Foto 2) 14 dias. Sitio de la
anastomosis, reestablecimiento
casi completo de las fibras
neuronales y disminucién del
edema. El nimero de vasos esta
aumentado y no existe reaccion
inflamatoria.

Foto 4) 21 dias. Panoramica del
sitio de |a anastomosis del nervio
con estructura casi nomal. Las
fibras estan alineadas en su
mayoria y en la porcion central se
observa edema y proliferacion
vascular.



ANALISIS ESTADISTICO:

Para evaluar las diferencias estadisticas en los promedios de las variables
histolégicas y electromiograficas se realiz6 la prueba t de Student.

Histologia de la unién o ana is

Las uniones nerviosas de los dos grupos experimentales fueron evaluadas
histolégicamente. No hubo diferencias estadisticas en el promedio de nuevas
fibras neuronales, en el grupo de ratas con FGF se obtuvo una media a los 21 dias
de 3.9 troncos nerviosos nuevos con desviacion estandar (d.e.) .085; y con
solucién fisioldgica una media de 3.6 y d.e. .098. Visualmente al microscopio hubo
mayor formacién de nuevos vasos sanguineos en el grupo con FGF, es decir, el
grupo de ratas tratado con FGF mostré mayor angiogénesis. Debido a los
resultados cuantitativos indiferenciales, se seleccionaron las fotos de acuerdo a la
claridad con la que se pueden observar los hallazgos con fines expositivos
exclusivamente, los cuales se describiran a continuacion siguiendo el orden de
observacion.

Electromiografia

La respuesta electromiografica a la primera y tercera semana (7 y 21 dias)
posquirirgicas fue casi la misma para ambos grupos, mostrando un potencial
accioén caracteristico de reinervacion: estables, con poca intensidad o amplitud y
larga duracién (foto 7c). Debido a las caracteristicas irregulares de este tipo de
trazo electromiografico de la reinervacion temprana, no fue posible obtener las
mediciones planteadas desde un inicio.



DISCUSION

Existen grandes avances en los intentos experimentales para favorecer la
regeneracion nerviosa y la recuperacién funcional, aunque esta dltima no ha
llegado a ser satisfactoria en su totalidad en la practica, ya que los mecanismos y
severidad del dafio nervioso son muiltiples, pudiendo afectar en diversos niveles
las uniones neuromusculares: podemos citar como ejemplos la degeneracion
Walleriana del nervio, lesiones multifocales como es el caso del plexo braquial o
defectos congénitos diversos. Por afiadidura, atin no se conocen completamente
los mecanismos biomoleculares que ocurren alrededor de los sitios lesionados y
que probablemente estén influyendo en la recuperacion morfolégica, funcional y
estética de los odrganos afectados. Conocerlos implicaria la posibilidad de
modificarios en aras de alcanzar la efectividad en los resultados.

En este trabajo se reportan los resultados de la utilizacion del FGF para observar
si influye en la regeneracién neuronal a través de un aumento en la angiogénesis,
sin embargo, los hallazgos no permiten aseverar esta influencia positiva y existen
pocas investigaciones al respecto. (15-17)

En la actualidad el factor de cremiento neuronal es el principal factor de
crecimiento utilizado para estimular la regeneracion nerviosa, a pesar de que se
ha reportado al FGF como un buen factor neurotrépico. (24, 25, 26, 27)

Uno de los posibles mecanismo de la propiedad neurotrépica del FGF seria por el
aumento en la perfusion sanguinea. Un estudio experimental, en el cual se
aumenta la vascularizacion del sitio lesionado a través del uso de un tubo
perineural vacio, reporta mejores hallazgos histologicos y electromiograficos de
reinervacion en el grupo intervenido que en el control, o sin estimulo de
revascularizacion, lo cual aporta datos sobre la influencia que pudiera tener Ia
angiogénesis en la reinervacion. (28)



El impulso dado en la actualidad a ias investigaciones sobre los eventos celulares
y moleculares que ocurren en el nervio durante su regeneracion, cobra mucha
importancia, que se puede equiparar al ofrecido a las técnicas reconstructivas. La
deteccién del factor de crecimiento neuronal (FCN) por Levi-Montalcini y
Hamburguer en 1951 caus6é grandes avances en este fipo de estudios. (29)
Ademds, las técnicas de cultivo celular permitieron la deteccion de muchos
factores in vitro, y muchos aspectos de la regeneracion del nervio, por ejemplo: el
desarrollo embrionario y la respuesta biolégica al trauma.

El factor de crecimiento neuronal y sus receptores se pueden enconfrar en las
células de Schwann, médula espinal, neuronas, ganglios dorsales y el misculo
blanco. Inclusive se ha reportado un transporte retrogrado de algunos factores
derivados de las células de Schwann o del musculo esquelético a la raiz de los
ganglios dorsales o a las neuronas de la médula espinal. Algunos de estos
factores actiian localmente, promoviendo la proliferacion de las células Schwann y
de la mielinizacion del axén durante la regeneracién. La administracién local o
sistémica de éstos neurotrpicos podria promover la regeneracion de los nervios.
(30, 31)

El FCN ayuda al crecimiento y a la conexion de Ias neuronas al 6rgano blanco (por
ejemplo el masculo) durante el proceso de crecimiento y desarmollo. Después de
una lesién, se sintetiza FCN por las células de Schwann y muy probablemente por
los fibroblastos, y es transportado en una manera retroégrada a la terminacion
neuronal. Se pensaba que la sensibilidad y las terminaciones simpaticas eran los
blancos principales de FCN, pero hay estudios que demuestran los efectos
positivos de FCN en las neuronas motoras. 9-11

En estudios de la regeneracién del nervio periférico, el FCN aumenté el nimero de
axones nuevos, del grueso de la mielina y condujo a una mejor organizacion
neuronal. (9) Spector y colegas demostraron que los efectos de FCN durante el



periodo temprano de la regeneracion facial del nervio promovié una organizacion
de los nervios mas madura, una proliferacion de neovascularizacion creciente,
y aument6 el nimero de axones mielinizados. (10)

Los métodos de tubulization, que son compartimientos cerrados, han sido
empleados como modelos para la regeneracion nerviosa periférica. Sin embargo,
la conexion musculo-nervio (que tiene una estructura especifica) se supone que
no es conveniente para estas técnicas, ya que el exiremo del nervio esta en
contacto directo con el tejido inervado, por ejemplo el misculo, de tal manera que
se dificulta su interaccion con el FCN. (32) Por este motive se ha sugerido su
inyeccién en la anastomosis, tal como se ha empleado aqui, pero utilizando el
FGF. Estudios similares al presente han reportado mejores datos de regeneracion
neuronal en grupos intervenidos que en los controles. (33, 34, 35)

La electromiografia tiene valor en el registro de los potenciales de accién en el
musculo, y en la evaluacién de sus cambios en las lesiones misculo-nerviosas. La
reinervacion se detecta como fibrilaciones y potenciales disminuidos de la unidad
motora. A medida que la reinervacién mejora, las amplitudes de los potenciales de
accién de las unidades motoras aumentan, a la vez, que su duracién se acorta.
(36) La reinervacion fue hallada en ambos grupos en este estudio, sin embargo, el
tiempo de seguimiento no permitié evaluar en forma mas completa ésta a través
de la electromiografia.

CONCLUSIONES

La utilizacién de FGF, de acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, no
influye en la regeneracién neuronal, sin embargo, considerando la informacion
internacional que apoya este punto, el tamafio de muestra utilizado y otras
limitaciones metodol6gicas no permiten aseverar esta falta de influencia positiva,
requiriendose estudios adicionales. Incluso, deberia estudiarse su respuesta en
forma comparativa con el FCN.



ANEXO 1. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Anestesia de los animales con Xilacina /10mg/Kg) y Ketamina (90mg/Kg).
Tricotomia, asepsia y antisepsia en gliteos y cara posterior del muslo (foto 8a).

Incisién de 2 cms en el sitio preparado previamente comprometiendo piel y tejido
subcutaneo, para visualizar el plano muscular.

Diseccion del plano muscular longitudinalmente para separar el biceps sural y el
gliteo medio exponiendo el nervio ciatico (foto 8b).

Con un microscopio quirtrgico Zeiss Omni 9 y con técnicas quirirgicas estandar
se aislara el nervio del tejido circulante laxo circundante, se goteara con xilocaina
al 1% para prolongar el efecto anestésico.

Sutura del nervio con Nylon 9-0 con aguja atraumética, de 3/8 de circulo a los 180
y 360° de la circunferencia nerviosa, en resorte (Strapling) para estabilizar en
paralelo a los extremos del nervio (fotos 8c y 9a).

Seccibn del nervio con fijeras de microcirugia, en la mitad del trayecto de la sutura
colocada previamente, sin cortar la sutura (foto 9b).

Reparacién de la lesién con técnica de Resorte-Tubulizacién aproximando los
extremos con un desplazamiento inducido por el correr de los cabos de la sutura
hasta dejar un espacio entre ellos de 1-2 mm (fotos Sc).

Implantacién entre los segmentos proximal y distal del nervio de una grapa tubular
de silicona (Silastic) de 1.5 mm de didmetro intemo y de 5 mm de longitud,
seccionada completamente en uno de los lados y esterilizada con dxido de etileno
(fotos 9d a la 9f y 10).

En el espacio de 1-2 mm formado entre los extremos del nervio y dentro del tubo,
se depositd a un grupo de 10 ratas FGF a dosis de 1 mcg/Kg y en otro grupo del
mismo nimero de integrantes soluci6n fisiolégica (foto 9g).

Cierre por planos, afrontando el masculo con tres puntos separados de Vycril 4-0 y
la piel con Nylon 4-0 en surjete continuo.

Al ceder el efecto anestésico se aplicd una dosis (nica de antibidtico tipo
ceftadime (30 mg/kg/).



\/ )

Foto 8. a) Gliteo y cara posterior del musio de rata. b) Visualizacion del
plano muscular y diseccién del plano separando el biceps sural y el gliteo
medio para exponer el nervio cidtico. ¢) Técnica de sutura de Strapling.
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Foto 9. &) Sutura del nervio a los 180 y 360° de la circunferencia nerviosa, en resorte
(Strapling) para estabilizar en paralelo a los extremos del nervio. b) Seccién del nervio
con lijeras de microcirugia, en la mitad del trayecto de la sutura colocada previamente,
sin coriar la sutura. ¢) Reparacion de la lesion con técnica de Resorte-Tubulizacion
aproximando los exiremos con un desplazamiento inducido por el comrer de los cabos
de la sutura hasta dejar un espacio entre ellos de 1-2 mm. d-f) Implantacién entre los
segmentos proximal y distal del nervio de una grapa tubular de silicona (Silastic) de
1.5 mm de diametro intemo y de 5 mm de longitud, seccionada completamente en uno
de los lados y esterilizada con dxido de efileno. g) En el espacio de 1-2 mm formado
entre los extremos del nervio y dentro del tubo, se depositdé FGF a dosis de 1 mcg/Kg
¥ solucion fisioldgica.




Foto 10. a) Reparacion de la lesion con técnica de Resorte-Tubulizacion. b-d)
Fotografias de seguimiento durante la cicatrizacion.
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ANEXO 2. Cc IOGRAFIA

Utilizacién de 3 electrodos de aguja EEG monopolares de 10-12 mm de longitud
separados segln sitio de estimulacién y punto de recepcion de la respuesta
muscular. El tercero es para fierra.

Para la estimulacion nerviosa se usaran pulsos de corriente constante con una
duracion de 0.2 mseg con frecuencias entre 0.5-5 Hz.

Los parametros para recoger la respuesta del potencial de accion del masculo
son:

-Tiempo de andlisis de 50 milisegundos/division.
-Sensibilidad de 50 pv/division,

-Filtros de baja de 3 Hz y de alta de 10 Khz.

ANEXO 3. ESTUDIO HISTOLOGICO

Laparotomia del animal.

Identificacién y cateterizacién de la aorta, exanguinacion del animal con 500 ml de
solucién fisiologica e inyeccion de formol por la misma via.

Seccion transversal del animal en dos mitades, conservando la mitad inferior a 4°
C durante dos dias para fijar los tejidos en formol y evitar la degeneracion.

Obtencibn de la muestra consistente en un segmento del nervio de
aproximadamente 1 cm, incluyendo el sitio de reparacion.

Fijacién de la muestra en formol bufer.
Rotulacion de la muestra.

Retiro del tubo, inmersién del nervio en parafina, posteriormente se obtendran
cortes longitudinales y transversales.



Tincién con hematoxilina eosina de los cortes para observar en microscopio el
namero, tipo y mielinizacion de los axones.

ANEXO 4. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
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Ola 7 2 shsaessanaimesian
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