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SUMMARY

Background. The facial palsy (FP) secondary to extensive exeresis of tumors or severe
trauma causes severe nervous disfunction that requires the implantation of nervous
grafts. The donnor nerves used to replace the losses of facial nerve, can be motor or
sensitive. Several reports establish that the repair of the nervous discontinuity with motor
nerves is better than that made with sensitive ones. It is important to clarity the knowledge
in this field because the disability that the taking of donor motor nerves can cause in
patients.

Purpose. At present work we want to compare the efficacy of sensitive and motor
nerves repair an experimental damaged motor nerve in rats, and to determine if
nimodipine -- antagonist of Ca++ channels and helper of the vascular functionality --
preserves the integration of the sensitive and motor grafts.

Material and methods. Thirty Wistar rats in which an incision in pectoral minor nerve
was made, were randomly allocated in the following three groups (n=10):

1) Group A included animals in which de damaged nerve was only repairs by an end to
end anastomose. (n=10)

2) Group B in which a motor graft was included between the extremities of the damaged
nerve (n=10)

3) Group C, in which a sensitive graft was included between the extremities of the
damaged nerve (n=10)

Each group was divided in two subgroups (n05). While the first one was orally treated
with 20 mg/kg/day nimodipino during 30 days, the second one was only administered with
vehicle (oil corn). At the end of treatment, the motor activity and the histological
evaluation of grafts (using rutinary histological strains) were made.

Results. Motor activity was similar in all groups of rats. In contrast, both sensitive and
motor grafts of rats treated with nimodipino had less inflammatory cells and better
architectural nervous tissue conservation than those presented by rats only treated with
vehicle.

Conclusions. Both, sensitive and motor grafts used to repair the nervous losses are
useful. Nimodipino promotes the preservation of sensitive and motor grafts.

Perspectives. Our results will be useful to continue the study of grafts and to develop
new treatments to preserve the implantation of grafts.



RESUMEN

Antecedentes. La paralisis facial (PF) secundaria a exéresis extensa de tumores 6
traumatismos graves, causa disfuncion nerviosa severa que requiere la implantacion de
injertos nerviosos. Los nervios donadores empleados para sustituir las pérdidas de
nervio facial, pueden ser motores 0 sensitivos. Se ha reportado que la reparacion de la
discontinuidad nerviosa con nervios de origen motor da mejor resultado clinico e
histolégico que la que se hace con un nervio sensitivo. Es importante ampliar el
conocimiento en este campo porque la toma de nervios donadores motores puede
causar discapacidad funcional en el paciente.

Objetivos. En este trabajo, queremos evaluar la utilidad de los injertos nerviosos
(sensitivos y motores) en la reparacion de un nervio motor lesionado experimentalmente
en ratas y determinar si el nimodipino --antagonista de los canales de calcio y
preservador de la funcionalidad vascular-- es util para facilitar la integracion de los
injertos sensitivos y motores.

Material y métodos. Treinta ratas Wistar fueron divididas en 3 grupos (n = 10):

1) Grupo A (lesion sin injerto), en el cual se realizé seccidén del nervio pectoral menor,
gue se repar6 por anastomosis término — terminal, sin implantacion de injerto.

2) Grupo B (Injerto motor), en el cual se realizé seccion del nervio pectoral menor y se
repar6 con la interposicién de un fragmento de nervio motor (femoral);

3) Grupo C (Injerto sensitivo), donde la seccidén del nervio pectoral menor se repar6 con
un segmento de nervio sensitivo (safeno).

Se formaron dos subgrupos de cada grupo, que recibieron oralmente 20 mg/kg/dia de
nimodipino 6 aceite de maiz (grupo control) durante un mes. Se realizé una prueba fisica
para evaluar la recuperaciéon funcional cada 2 semanas, (Kunkel — Bagden). Al término
del tratamiento, se proceso el tejido del injerto para analizar histolégicamente el grado
de integracion nerviosa y regeneraciéon axonal.

Resultados. Los resultados de las pruebas fisicas, no demostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de animales con injerto motor y sensitivo,
tratados con nimodipino 6 vehiculo. No obstante el analisis histolégico de los injertos
evidencio una integraciéon mejor al tejido lesionado en los animales que fueron tratados
con nimodipino, caracterizada por menor infiltrado inflamatoria, mejor preservacion de la
estructura nerviosa, menor depdsito de colageno y menor cambio inflamatorio de las
paredes arteriales.

Conclusiones. El injerto motor y la anastomosis termino — Terminal muestran mejor
grado de integracién nerviosa que el injerto sensitivo. El nimodipino favorece la
integracion de los injertos nerviosos motores 0 sensitivos



I. INTRODUCCION

La expresion facial es una parte importante de la comunicacion humana. La pérdida de
simetria y expresion facial tienen un gran impacto sobre las condiciones psicosociales
de los pacientes, pues provocan disminucion de la calidad de vida, depresion,
disminucién del rendimiento laboral y social, y sensacion de discapacidad fisica y mental
(Adour, Hilsinger y Callan, 1985; Crumley y Armstrong, 2005; Guntinas-Lichius, Straesser
y Streppel , 2007; Mattox, 2005) .

La paralisis facial (PF) parcial 0 total, es causada por una lesion 6 enfermedad en
cualquier parte del trayecto del nervio facial. Se caracteriza por debilidad ¢ falta total de
movimiento de un lado de la cara, alteraciones del gusto (por afeccion de la rama cuerda
del timpano), epifora 6 dolor a la exposicion a ruidos intensos (por compromiso de la
rama para el musculo del estribo) (Adour, Hilsinger y Callan, 1985; Mattox, 2005). Las
causas primarias de la PF son infecciones virales (Virus herpes zoster, VIH), y otras
asociadas a enfermedades autoinmunes (e.g. Enfermedad de Lyme, Enfermedad de
Kawasaki), pero puede presentarse también en forma secundaria a traumatismos, (e.g.
fracturas de hueso temporal, barotrauma, trauma al nacimiento), alteraciones congénitas
(Sx. Moebius), desarrollo de procesos neoplasicos, (e.g. Schwannoma, tumores
glémicos); 6 ser de causa idiopatica (paralisis de Bell) (Adour, Hilsinger y Callan, 1985;
Mattox, 2005).

La PF es una de las causas mas frecuentes en la Consulta de Urgencias en
Otorrinolaringologia, presentandose con una incidencia de alrededor de 20 a 30 casos
por cada 100 mil habitantes (Adour, Hilsinger y Callan, 1985; Mattox, 2005).

La PF es en general una condicion de buen prondstico, considerandose que su forma

idiopatica se presenta con un porcentaje de recuperacion del 80 a el 100 %. No



obstante, el pronéstico de ésta condicién es desfavorable cuando se asocia a dolor
radicular, hiperacusia, edad mayor a 60 afos, hipertension arterial sistémica, diabetes
mellitus y embarazo. (Adour, Hilsinger y Callan, 1985; Adour, 1972; Crumley vy
Armstrong, 2005; Pane, Vales, Hinojosa Yy col, 2002). Las paralisis secundarias a
exéresis de schwannomas vestibulares dejan un déficit de la funcién facial en el 45% al
100% de los casos (Darrouzet, Martel, Eneé y col., 2004; Rigby, Shah, Jackler y col.,
1997; Samii, Cordula, 1997).

El grado de disfuncién en la PF puede ser variable y por consenso se determina
en base a la escala de House y Brackmann (HB) (Anexo 1) (House y Brackmann, 1985).

El manejo de la pardlisis idiopatica puede 6 no requerir tratamiento farmacoldgico,
pero cuando la causa es traumatica 0 infecciosa, se administran esteroides orales 0
medicamentos antivirales (Adour, 1972; Grogan y Gronseth, 2001; Peitersen, 1992). En
el caso de disfuncién nerviosa severa, como la secundaria a exéresis extensa de
tumores 6 traumatismos graves en los que hay pérdida de la continuidad nerviosa, se
emplea alguna modalidad de tratamiento quirargico.

El tratamiento quirdrgico esta sujeto a controversias, debido a que puede
condicionar el desarrollo de lesiones adicionales (Mattox, 2005). La descompresion del
nervio facial, empleada en casos donde no existe pérdida de la continuidad neural (gisch,
1981), €S de efectividad controversial en casos de paralisis de Bell, por el dificil acceso a
la porcidn laberintica y perigeniculada. No obstante, Fisch ha encontrado que cuando se
descomprimen estas porciones en pacientes con degeneracion mayor al 90% de las
fibras nerviosas hay una mejoria estadisticamente significativa (Fisch, 1981).

Otros tipos de tratamientos quirdrgicos son: la anastomosis directa término-

terminal libre de tension, utilizado en caso de lesiones traumaticas 0 iatrogénicas, donde



hay pérdidas de poca extension (Bascom, Schaitkin, May y col. 2000); la interposicion de
un injerto nervioso, habitualmente tomado del nervio auricular mayor é del nervio sural
(Ramsey, DerSimonian, Holtel y col. 2000), en caso de pérdidas nerviosas extensas,
como en las neoplasias (e.g. Schwannomas); la anastomosis hipogloso-facial (Atlas,
Lowinger. 1997), cuando la porcion intracraneal 6 intratemporal del nervio facial no esta
disponible, o en casos de defectos muy grandes no favorables para colocacién de un
injerto; la realizacion de un injerto cruzado de sural, cuando se quiere crear un control
divisional especifico de los grupos musculares faciales (Ferrerira. 1984; Mattox. 2005) .y
la anastomosis con el nervio paralizado, realizada de 6 a 12 meses en un segundo
tiempo una vez se haya establecido una conduccion nerviosa.

Hay factores que son importantes en el éxito del tratamiento quirdrgico, entre los
que se encuentran: el tipo de injerto utlizado (nervio motor & sensitivo), la
revascularizacién del injerto y el tiempo que tarda en establecerse nuevamente la
conduccion nerviosa, que se refleja un mayor 6 menor tiempo de denervacion de los
musculos blanco.

Se ha estudiado el efecto que tiene la reparacién de los defectos nerviosos con
injertos de nervio motor y con injertos provenientes de nervios sensitivos, siendo estos
ultimos de los mas utilizados en la préactica clinica (e.g.. nervio sural). El estudio de
Brenner y col. (2006) muestra que el reparar la discontinuidad nerviosa con nervios de
origen motor otorga mejores resultados clinicos e histolégicos que cuando la reparacion
se efectla con un nervio sensitivo, ya que después de una lesion inicial, los axones
motores se regeneran y se unen preferencialmente a fibras motoras, fendmeno llamado
reinervacion motora preferencial, siendo menos evidente para los injertos sensitivos. Sin

embargo, la morbilidad secundaria a la toma de un injerto motor (e.g. déficit motor en



sitio donador) ha limitado su aplicaciébn en la préactica clinica, por lo que no hay
suficientes estudios que comparen los resultados entre estos dos tipos de injertos
(Brenner, Hess y Myckatyn. 2006).

La revascularizacién del injerto es un punto clave en el éxito funcional, puesto que
se asume gue un injerto convencional es isquémico dada la hipoperfusion en el periodo
postoperatorio, lo que va en detrimento de su funcién (Best, Mckinnon, Midha vy
col.1999).

Los injertos no vascularizados convencionales, es decir, constituidos Unicamente
por el nervio, sin su pediculo vascular, muestran revascularizacion temprana desde las
primeras 72 horas hasta 3 semanas después de la implantacién del injerto. Los
mecanismos de revascularizacion reportados incluyen la neovascularizacién centripeta,
que es el mecanismo citado mas frecuentemente, y la inosculacion, es decir
anastomosis de nuevos vasos que se incorporan a trama vascular ya existente (Best,
Mckinnon, Midha y col.1999).

Finalmente, el grado de recuperacion en la conduccion nerviosa, es también un
factor importante, ya que es conocido que las lesiones de un nervio periférico, provocan
una interrupcién en la funcién de barrera de la membrana celular, permitiendo un influjo
de calcio, gracias al gradiente electroquimico entre el interior y el exterior de la célula. La
sobrecarga resultante en los niveles de calcio intracelular provoca una amplia variedad
de reacciones en cadena, las cuales eventualmente conducen a la muerte celular. De
acuerdo a esto, un agente que pueda prevenir la entrada excesiva de calcio, podria
atenuar el dafio celular causado por una lesion mecénica y asi, mejorar la recuperacion
neuronal (Angelov, Neiss, Streppel y col. 1996; Arakawa, Nishijima, Shimizu, 2002;

Attsson, Ldskogius e lkael, 1999).



En diversos estudios clinicos, se demostrd que el tratamiento vasoactivo con el
calcio—antagonista nimodipino era efectivo en la preservacion de la funcion facial en
pacientes sometidos a cirugia de exéresis de schwannomas vestibulares. Esto se habia
observado ya en estudios experimentales, donde el nimodipino promovio la regeneracion
y el crecimiento axonal asi como la remielinizacion en ratas, y que reduce la inervacion
polineuronal de los muasculos blanco(Angelov, Neiss, Streppel y col. 1996; Arakawa,
Nishijima, Shimizu, 2002; Attsson, Ldskogius e lkael, 1999; Biessels, Ter Laak y Kamal
2005; Lopez-Arrieta y Birks 2006; Mattsson, Bjorck, Remahl y col. 2005; Pane, Vales,
Hinojosa y col. 2002; Sabbatini, Tomassoni y Di Tullio 2002; van der Zee, Schuurman, y
Traber 1987; Voitenko, Kruglikov y Shutov. 2002).

El nimodipino [(2-metoxietil) -1,4-dihidro-2,6-dimetil-4-(3-nitrofenil)-3,5-pirinedi -
carboxilato], un bloqueador de los canales de calcio, utilizado como un agente anti-
hipertensivo, tiene propiedades lipofilicas y puede atravesar facilmente la barrera
hematoencefélica. Su accion primaria es unirse a receptores tipo L y reducir el nimero
de canales abiertos que conducen iones de calcio a través de la membrana celular,
restringiendo por lo tanto, el influjo de calcio dentro de las células. Tiene ademas efectos
anti-vasoconstrictores y accion vasodilatadora sobre las arteriolas (Angelov, Neiss,
Streppel y col. 1996; Attsson, Ldskogius e lkael, 1999; Sabbatini, Tomassoni y Di Tullio
2002).

En situaciones experimentales, la inhibiciobn de la entrada de calcio ha logrado
proteger a las neuronas en diversas situaciones nocivas, lo cual sugiere que el
nimodipino puede tener un potencial neuroprotector, principalmente contra la isquemia
transitoria y la hipoxia. Los sitios de union para nimodipino son encontrados en neuronas

y en células vasculares y su accién puede influir sobre la conduccion neural y el flujo



sanguineo cerebral (Angelov, Neiss, Streppel y col. 1996; Arakawa, Nishijima, Shimizu,
2002).

A diferencia de otros bloqueadores de canales de calcio, el nimodipino ejerce sus
efectos a dosis bajas, principalmente sobre las pequeias arteriolas que determinan el
flujo sanguineo regional (Arakawa, Nishijima, Shimizu, 2002; Sabbatini, Tomassoni y Di
Tullio 2002).

Existen ya diversos estudios que demuestran esta accion del nimodipino sobre el
sistema nervioso central y periférico. Van Der Zee, en 1987, observd que el nimodipino
favorece la recuperacion funcional posterior al dafio a nervios periféricos en la rata. En
un estudio mas reciente, Mattsson y Bjorck en el 2005, observaron que el nimodipino
mejoré la recuperacién funcional en un injerto de nervio sural utilizado para reparar una

lesion de nervio laringeo recurrente en un paciente.



. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los métodos actuales de reparacion de lesiones nerviosas, ya sea de nervio facial 6 de
algun otro nervio periférico; entre los que se incluyen la anastomosis término—terminal, la
realizacion de interposicion de injertos con algun otro nervio, generalmente el nervio sural
0 auricular mayor en el caso del nervio facial, las transposiciones neuromusculares, etc.,
estan limitados por el grado de recuperacién funcional posterior a la anastomosis;
ademas, los procesos degenerativos posteriores al dafio neuronal, entre los que se
encuentra la toxicidad por calcio, isquemia, dafio por radicales libres, etc., influyen

negativamente en el proceso de recuperacion.



El uso de los antagonistas de los canales de calcio como el nimodipino, para
promover la recuperacion funcional y acelerar el tiempo de recuperacion de una lesion
nerviosa debe ser mejor fundamentada para apoyar su utilizacion clinica, razon principal
de este estudio.

En la clinica, la interposicion de injertos de nervios sensitivos es de las opciones
mas utilizadas para la reparacion de lesiones a nervios periféricos, ya que causa menos
morbilidad en el sitio donador que el tomar un nervio motor 6 mixto, como por ejemplo
secuelas motoras permanentes, sin embargo, esto podria ser, en determinados casos,
un factor determinante de una mala integracion nerviosa, dado el fenbmeno de la
reinervacion preferencial, no existiendo suficientes estudios que comparen los resultados
utilizando ambos tipos de injertos, por lo que se buscara comparar el resultado con

ambos tipos de injertos, sensitivo y motor.



l1l. JUSTIFICACION

En el Departamento de Neurotologia del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
se recibe un importante nimero de pacientes con patologias asociadas de dafio a
nervios craneales 06 periféricos, especificamente con paralisis facial, quienes son
susceptibles realizacibn de  anastomosis, la colocacion de injertos nerviosos, 0
transferencias de musculo funcional (Ej. masculo Gracilis) para mejorar la funcién facial
con resultados variables de acuerdo a lo ya mencionado,

Muchos de estos procedimientos requieren de dos procedimientos quirdrgicos,
inicialmente para la realizacion del injerto, y una vez que se haya establecido la

conduccion nerviosa del injerto trasplantado, realizar un segundo tiempo para unirlo a un



musculo blanco 6 bien realizacion de una transferencia de musculo funcional; es por esto
que el tiempo que lleva la regeneracién nerviosa resulta ser un factor importante para el
resultado, por lo que es necesario el disminuirlo en lo posible para evitar una
denervacion prolongada, principalmente en aquellos casos donde se transfiere misculo
funcional.

Por esta razén resulta indispensable realizar investigacion para evaluar medicamentos
coadyuvantes (como del Nimodipino), Para una regeneracion nerviosa exitosa..

Por otro lado, es importante comparar el grado de integracién de los injertos sensitivos,
en comparacién a los injertos motores para tener evidencias que justifiquen su utilizacién

a pesar de las consecuencias funcionales que pueden resultar en el sitio donador.

V. OBJETIVOS

1. Generales
a. Evaluar si existe diferencia en el resultado final de un injerto de nervio motor 6
sensitivo.
b. Determinar la eficacia del nimodipino como promotor de la integracién de un

injerto nervioso motor 6 sensitivo en ratas.

2. Especificos
a. Evaluar histologicamente la integracion de los injertos.
b. Evaluar la funcibn motora de los animales injertados y tratados 6 no con
nimodipino.

c. Evaluar histologicamente el patréon de revascularizacién del injerto.
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V. HIPOTESIS

Existe una diferencia en el resultado final de la anastomosis nerviosa si se utiliza un
injerto de nervio motor que si se utiliza uno de nervio sensitivo.
El uso de nimodipino es eficaz para promover la recuperacion funcional posterior a

la realizacién de una anastomosis nerviosa en un modelo animal.
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VI. MATERIAL Y METODOS

1. DISENO: Experimental

2. GRUPOS EXPERIMENTALES
Treinta ratas Wistar de 300 g se distribuyeron aleatoriamente en los tres grupos
siguientes:
a. Grupo A (control) (n=10), en el cual se seccion6 el nervio del musculo pectoral
menor (Fig. 1) y fue vuelto a unir (anastomosis termino - terminal).
b. Grupo B (injerto sensitivo) (n=10), en el cual se secciond el nervio del musculo
pectoral menor y se reparo con un fragmento de nervio sensitivo (safeno).
c. Grupo C (injerto motor) (n=10), en el cual se seccioné el nervio del musculo

pectoral menor y se reparo con un segmento de nervio motor (femoral).
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Fig.1. Plexo Braquial. A, tronco craneal; B, tronco
caudal; C, Rama de union del tronco craneal al
tronco caudal; 1 — 9, nervios del plexo braquial; 10,
nervio para el musculo pectoral menor

Se formaron dos subgrupos (n=5) de cada grupo, que recibieron oralmente:
20 mg/kg de nimodipino suspendido en aceite de maiz 6 aceite de maiz (vehiculo),

diariamente, durante un mes.

PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS
Seccidn del nervio del musculo pectoral menor realizacién de una anastomosis
término Terminal. (Grupo control)
Seccion del nervio del musculo temporal e interposiciéon de un injerto nervioso
motor.
Seccion del nervio del musculo temporal e interposiciéon de un injerto nervioso
sensitivo.

Todos los procedimientos quirtrgicos fueron realizados bajo anestesia

general mediante la inyeccion intraperitoneal (IP) de ketamina a dosis de 75
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mg/kg, en combinacion con xylazina. La cara interna de uno de los brazos y region

pectoral de cada animal fue afeitada y preparada con solucion antiséptica. (Fig. 2)

Fig. 2. Preparacion quirdrgica para toma del injerto del
miembro posterior e implantacion del mismo en el
plexo braquial

Para la realizacion de los tres procedimientos quirdrgicos, se abordé la cara
interna de uno de los brazos de la rata mediante una incisién en forma oblicua

desde la fosa cubital hasta la escotadura esternal. (Fig. 3)

Fig. 3. Zona de la incision requerida para el abordaje
del plexo braquial en la rata.

Posteriormente, se realiz6 una diseccion de los muasculos pectorales y
seccion de los mismos para asi descubrir el plexo braquial. Una vez hecho esto,

se identifico la rama para el musculo pectoral menor y su trifurcacién
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caracteristica, se diseco de la arteria subclavia y se realiz6 una seccion con ayuda
de tijeras de microcirugia, todo esto fue llevado a cabo bajo vision directa

amplificada con microscopio quirdrgico. (Fig. 4)

Fig. 4. Tiempos quirdrgicos de la
implantacion de un injerto nervioso en el
plexo braquial. A, aspecto normal del
nervio pectoral menor integro con su
trifurcacion sobre la arteria subclavia; B,
nervio pectoral menor seccionado; C,
nervio pectoral menor con injerto
implantado.

Una vez hecha la seccidn, en el grupo control se realiz6 una anastomosis
directa entre los segmentos distal y proximal (anastomosis termino - terminal). En

el grupo b, se realizé una interposicion entre los dos segmentos de la seccién de
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un fragmento tomado del nervio donador motor (femoral) 6 de un fragmento del
nervio donador sensitivo (safeno) en el grupo ¢, fueron suturado con nylon 10 — 0
u11-0.

La toma de los injertos motores y sensitivos se realizd6 a través de una
incisiébn oblicua en la cara interna del muslo de la rata en el mismo tiempo
quirurgico, identificAndose en este caso, la rama motora del nervio femoral y una
rama sensitiva superficial, las cuales se resecaron y dividieron en fragmentos para
su uso como injerto. Los fueron mantenidos en solucion fisiologica hasta su

utilizacion en el mismo tiempo quirdrgico. (Fig. 5).

A

Fig. 5. Obtencion de un fragmento de nervio femoral para su utilizacién como
injerto; A. incisién en la region femoral; B, aspecto macroscépico del nervio y la
arteria femorales.

4. PREPARACION DE LA SUSPENSION DE NIMODIPINO (20 mg/kg)
Se homogeneizaron 20 mg de nimodipino en un mililitro de aceite de maiz para tener
una suspension del farmaco de 20 mgs/kg (ml/kg). Cada rata de 300 g recibi6 0.3 ml
de la suspension.

La dosis de nimodipino administrada fue de 20 mg/kd/dia, la cual se calculo en
base a estudios previos en animales y en humanos (Sabbatini, Tomassoni, Tullio,

2002; Voitenko, Kruglikov, Shutov, 2002; Biessels, Ter Laak, Kamal, 2005).
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5.

6.

EVALUACION DE LA RECUPERACION MOTORA
Durante el mes de seguimiento, se realiz6 la prueba de prensién y ascension de los
animales a un cordel (Kunkel — Bagden, Dai, Gregman, 1993) para evaluar la
actividad motora de las extremidades superiores en dos ocasiones: una a las 2
semanas (5 determinaciones); y otra a las 4 semanas (5 determinaciones). La
respuesta normal a esta prueba es la prension firme de la rata e incluso su ascension

y recorrido sobre el cordel (Fig. 6).

Fig. 6. Prueba Kunkel — Bagden para evaluacion de
funcion motora, donde se suspende a la rata en un
cordel de sus extremidades superiores. ( Kunkel —
Bagden, Dai, Gregman, 1993)

ANALISIS HISTOLOGICO
Analizamos los tejidos perfundidos, procesados para analisis histologico y tefiidos con
las técnicas HE, KB, TM y AT de la zona del implante, en los cuales evaluamos
cualitativamente la estructura del tejido (disposicion de las fibras nerviosas, captacion
de color, continuidad), los vasos sanguineos, el infiltrado inflamatorio, el depdsito y

organizacion de colagena y la conservacion del tejido nervioso (mielina). En forma

16



paralela, analizamos tejidos perfundidos de ratas no intervenidas (n = 10) para tener
el parametro de normalidad que nos permitié detectar las diferencias en comparacion

con nuestros animales experimentales.

. ANALISIS ESTADISTICO
Las comparaciones de los resultados obtenidos entre los diferentes grupos fueron
hechas con la prueba paramétrica para variables intervalares del programa SPSS

version 15.0.
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VII. RESULTADOS

1. EVALUACION DE LA RECUPERACION MOTORA

La funcién motora de las ratas con lesion 6 con implantacion de injerto fue similar

Del mismo modo, el tiempo de prension en los animales de los diferentes grupos, no

vario con la administracion de nimodipino (Fig. 7).
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Fig. 7. Evaluacién de la actividad motora en ratas con lesion
sin injerto (Control) y con lesién e injerto motor 6 sensitivo que
recibieron nimodipino (1) 6 vehiculo (2).
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2. ANALISIS HISTOLOGICO

El aspecto microscopico del nervio normal evidencio una continuidad de fibras onduladas
que se tifieron de color rosa uniforme en fasciculos. Los nacleos baséfilos de las células
resaltaron dentro de los fasciculos. No se observaron infiltrados de células inflamatorias
en la periferia del nervio. El perineuro se colore6 de rosa intenso. La tincion con HE
evidencié también colagena eosinofilica poco abundante, organizada en la periferia. Las
paredes de los vasos sanguineos estuvieron formadas por estratos de células (de 2 a 3).
La tincion con TM permitié diferenciar el tejido nervioso que se tifié de rosa y la coladgena
circundante que se tifidé de azul. La tincion de KB especifica para mielina, permitié
diferenciar el tejido nervioso que se colore6 de azul intenso por la afinidad del colorante
a la mielina y la colagena tefiida de azul claro. La tincion de AT permitid definir con

precision los trayectos de los nervios y los nucleos celulares (Fig. 8).
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Fig. 8. Aspecto microscépico de nervio normal. Ay B, HE; C y D, Tricromico de
Masson; E y F, Kliver — Barrera; G y H, Azul de Toluidina.
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Grupo con lesion sin injerto (control) (Figs. 9y 10).
a. Subgrupo administrado sélo con vehiculo (aceite de maiz).

El analisis de las laminillas, demostr6 una buena preservacion de la arquitectura
nerviosa, en la tincion de HE se observo la presencia de un infiltrado inflamatorio
moderado, tanto en la periferia del nervio como en el interior del mismo. En la tincion
tricromico de Masson, fue evidente la diferencia entre los extremos distal y proximal a la
lesion del nervio, con una menor intensidad en la coloracion de la mielina en el extremo
distal; se observo ademas fibras de colagena y precolagena en forma desorganizada
alrededor del nervio y dentro del mismo en moderada cantidad. Los cambios en
intensidad y cantidad la mielina se corroboraron con la tincién de Kliver — Barrera,
observandose una cantidad menor en el extremo distal, aunque la colagena en este caso
se tifid de azul claro. En la tincién de azul de Toluidina tifio tanto tejido nervioso como
mielina, siendo Unicamente mas evidente los nucleos celulares y el infiltrado inflamatorio.
b. Grupo con nimodipino.

En este grupo, también se conservo la arquitectura nerviosa, se observo también
en la tincién HE infiltrado inflamatorio en la periferia y el interior del nervio pero en menor
grado que en el grupo sin nimodipino. En la tincion de TM, la mielina se observé mejor
conservada en cuanto a su arquitectura en los cortes longitudinales, pero persistio la
diferencia en la tonalidad y cantidad de mielina, la cantidad de coldgena y precolagena
fue menor en la periferia y sobre todo en el interior del nervio, y se encontr6 mejor
organizada, en KB se identific6 mielina en mayor proporcion que en grupo sin
nimodipino. En AT, se observaron adecuadamente los axones y los nucleos de las

células de Schwann.
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Fig. 9. Aspecto microscopico de nervio pectoral menor, seccionado y reparado
por anastomosis término-terminal de una rata administrada sélo con vehiculo. Ay
B, HE; C y D, Tricrémico de Masson; E y F, Kluver-Barrera; G y H, Azul de
toluidina
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Fig. 10. Aspecto microscopico de nervio pectoral menor, seccionado y reparado
por anastomosis término-terminal de una rata medicada con nimodipino. Ay B,
HE; C y D, Tricrébmico de Masson; E y F, Kliver-Barrera; G y H, Azul de toluidina
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Grupo con injerto nervioso motor (Fig. 11y 12)
a. Grupo administrado sélo con vehiculo

En forma similar al grupo previo, se conservo la arquitectura nerviosa, pero el
infiltrado inflamatorio observado en HE fue de mayor intensidad, se observd reaccién
inflamatoria a cuerpo extrafio a la sutura, con presencia de células epitelioides alrededor
de la misma. En TM se observé gran cantidad de colagena y precolagena mayormente
desorganizada en la periferia del injerto, moderada dentro del mismo y mielina en menor
cantidad que en el nervio normal, en KB se observo escasa mielina dentro del injerto
motor y la colagena intensamente tefiida en su periferia. En AT se observé buena
preservacion de la arquitectura dentro del injerto, con tincién intensa de los nucleos
celulares.
b. Grupo con nimodipino

Hubo mejor conservacion de la arquitectura nerviosa; el infiltrado inflamatorio fue
menos abundante que en los animales tratados s6lo con vehiculo y también hubo
reaccion inflamatoria a cuerpo extrafio, con presencia de células epiteloides, pero de
menor intensidad. En TM la mielina se tifidé con una intensidad similar a la del nervio
normal, la colagena fue escasa dentro del nervio y se observd bien organizada en la
periferia. En KB la mielina dentro del injerto se tiid en moderada cantidad, mas que en el
grupo sin nimodipino, en AT se observo la estructura del axon conservada con buena

diferenciaciéon de los nucleos celulares.

23



seccionado y

menor,

de nervio pectoral
de un injerto de nervio motor de una rata medicada

Aspecto microscopico

Fig. 11.

on
te con vehiculo. Ay B

reparado por interposici
Barrera,

de Masson; Ey

HE; C y D, Tricromico
Azul de toluidina. La flecha indica el sitio de la sutura

.,

con unicamen

GyH,

’

Kluver
(Nylon 11

F

0)

24



@ O 55 g
B 2 M :

.. b}. ’.‘ ."‘ - .
.. 3 , o F
7 g
Ly A S
L& Ly B
v 5 )
ok AR

o 'h
o

H
] ‘3
b a2 3y 3
* ey
| ]
) U
B g O B3 o R
'% 8 R
h R ‘Q
o LR T e e N N ¢
\ N3 RS T v
AL QAT N Lt
i S SRR DG TR §

&
el g

Fig. 12. Aspecto microscopico de nervio pectoral menor, seccionado y reparado
por interposicion de un injerto de nervio motor de una rata medicada con
nimodipino. Ay B, HE; C y D, Tricrémico de Masson; E y F, Kllver-Barrera; G y
H, Azul de toluidina. La flecha indica el sitio de la sutura (Nylon 11-0)
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Grupo con injerto nervioso sensitivo (Fig. 13y 14)
a. Grupo solo con vehiculo

Los cortes histolégicos de este grupo, mostraron en HE un infiltrado inflamatorio
muy intenso, con modificaciones en las paredes de los vasos arteriales, sugerentes de
un proceso de arteritis, estaba presente una gran reaccion a cuerpo extrafio y distorsion
de la arquitectura nerviosa en forma importante. En TM se limité mejor la zona del injerto,
con presencia de infitrado dentro del mismo, mielina disminuida y colagena y
precolagena abundante y desorganizada. En KB se observo alternancia de zonas con
mielina tefiida en forma moderada con zonas de perdida importante de la arquitectura del
injerto, en AT se observo tincion de las estructuras axonales en forma moderada dentro
del injerto, resaltando el infiltrado inflamatorio y una gran cantidad de basdéfilos.
b. Grupo con nimodipino

Este grupo mostré una gran diferencia en relacién al grupo que no recibio
nimodipino  Hubo mejor preservacion de la arquitectura nerviosa, el infiltrado
inflamatorio fue menos abundante, y la integracion del injerto fue mejor. En la tincion de
TM se aprecidé mejor la integridad del injerto, resaltando la intensidad de la mielina, los
depdsitos de colagena fueron menos abundantes y mas organizados. En KB resalto
nuevamente la presencia de la mielina en la zona del injerto a diferencia del grupo previo
y el infiltrado inflamatorio basofilo dentro del injerto. En AT nuevamente se observaron

las estructuras neurales y el infiltrado inflamatorio.
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Fig. 13. Aspecto microscopico de nervio pectoral menor, seccionado y reparado
por interposicion de un injerto de nervio sensitivo de una rata medicada sé6lo con
vehiculo. Ay B, HE; Cy D, Tricromico de Masson; E y F, Kluver-Barrera; G y H,
Azul de toluidina. La flecha indica el sitio de la sutura (Nylon 11-0)
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Fig. 14. Aspecto microscopico de nervio pectoral menor, seccionado y reparado
por interposicion de un injerto de nervio sensitivo de una rata medicada con
nimopdipino. Ay B, HE; Cy D, Tricrdmico de Masson; E y F, Kluver-Barrera; G y
H, Azul de toluidina.
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Comparacion entre grupos tratados con vehiculo y nimodipino (Figs. 15y 16)

Independientemente del tipo de reparacion quirdrgica, existieron diferencias
notables en el aspecto microscopico entre ambos grupos de tratamiento: se observo un
infiltrado inflamatorio mas intenso en el grupo tratado Unicamente con vehiculo, y entre
estos el grupo de injerto sensitivo fue el que mostré un infitrado mas importante. Fue
relevante que en ambos grupos se encontrara una cantidad significativa de basofilos,
posiblemente relacionados a la reaccion contra el material de sutura (Fig. 15).

En ambos grupos se observé una reaccion tipo cuerpo extrafio contra el material
de sutura. En el grupo tratado solo con vehiculo, la reaccion a cuerpo extrafio parecio ser
mAas severa, con células epitelioides de gran tamafio y pérdida de la arquitectura tisular
mas evidente. Se observé una gran cantidad de coldgena y precolagena en ambos
grupos, asociada al injerto y al sitio de la reparacion, pero de aspecto mas organizado en
el grupo de nimodipino, donde también se observo colagena en menor cantidad dentro
del injerto. Hubo una diferencia notable entre los subgrupos con injerto sensitivo (con 6
sin nimodipino). (Fig. 13 Ey F; Fig. 14 E y F). La cantidad de mielina observada en TM y
KB fue mayor en el grupo de nimodipino en forma uniforme, mientras que en el grupo sin
nimodipino, fueron el injerto motor y la anastomosis termino — terminal los que mostraron
cualitativamente mayor cantidad. Los cambios en las paredes arteriales fueron muy
evidentes, caracterizandose por engrosamiento intenso de las paredes --las cuales
mostraron capas numerosas de células, absolutamente anormales-- (Fig. 16).

En todos los grupos se observo proliferacion de la microcirculacion, mas evidente

en los grupos tratados con nimodipino.
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Fig. 15. Aspecto microscopico del infiltrado de basdéfilos, que
destacan por su profunda coloracion violacea. Imagen en AT.
Las flechas indican la posicion de algunos de los basdfilos.
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Fig. 16. A y B, HE, Aspecto microscopico de la reaccion a cuerpo extrafio al
material de sutura en rata tratada so6lo con vehiculo; C y D, HE, Aspecto
microscopico de la reaccion a cuerpo extrafio al material de sutura en rata tratada
con nimodipino; E y F, HE, Aspecto microscépico de los cambios en la pared
arterial en rata tratada sélo con vehiculo; G y H, HE, Aspecto microscdpico de los
cambios en la pared arterial en rata tratada con nimodipino.
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Enla Tabla 1y la Fig. 17 se presenta un resumen de los resultados mas

relevantes.
Grupo Infiltrado inflamatorio ® | Depésito de | Vasos sanguineos Preservacion
colagena ? arquitectura
Lesioén sin injerto sin ++ ++ Con inflamacién Conservada
nimodipino moderada
Lesion sin injerto con + + Con inflamacion leve Conservada
nimodipino
Injerto motor sin ++ ++ Con inflamacion Conservada
nimodipino moderada
Injerto motor con + + Con inflamacion leve Conservada
nimodipino
Injerto sensitivo sin +++ +++ Con inflamacién severa Perdida
nimodipino
Injerto sensitivo con T T Con inflamacién leve Conservada

nimodipino

a +, leve; ++, moderada; +++ severa

Tabla 1. Resumen de resultados
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Fig. 17. Comparacion entre el aspecto
microscopico de diferentes grados de
infiltrados inflamatorio, A , Infiltrado leve
(+) HE; B, Infiltrado moderado (++) HE; y
C, Infitrado y depédsito de colagena
severo (+++) TM.

VIIl. DISCUSION

La pérdida de la simetria y de la capacidad de expresion facial secundaria a paralisis
facial de cualquier etiologia, es de gran impacto psicolégico, social e incluso laboral,
disminuyendo en gran medida la calidad de vida de los pacientes que la padecen. Es por
eso que se han ideado diferentes modalidades para el tratamiento de las secuelas

permanentes, principalmente de tipo quirdrgico, cuyos resultados estan siempre limitados
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por el grado de regeneracion nerviosa, tiempo de evolucion, y tipo de procedimiento
realizado. Hoy en dia, el tratamiento quirargico esta principalmente dirigido a la
colocacion de injertos nerviosos para corregir defectos en la continuidad del nervio 6
realizar puentes cruzados con el nervio sano contralateral, y en un segundo tiempo
quirurgico realizar transposiciones neuromusculares de tipo mas funcional, sin embargo,
el tipo de injerto més utilizado es de tipo sensorial, especificamente de nervio sural, lo
que de acuerdo a los reportes ya comentados puede representar un factor adverso.
Otros factores de importancia que influyen negativamente en la integracion del injerto son
la falta de vascularizacion inicial en los injertos libres, que condiciona isquemia inicial y la
toxicidad por calcio.

La evaluacion de la actividad motora con la prueba de prension y ascension
(Kunkel — Bagden, Dai, Gregman, 1993), no demostré diferencias funcionales entre los
diversos grupos. En contraste, los hallazgos histologicos evidenciaron diferencias
importantes en la integracion del injerto en los animales tratados con nimodipino. Estos
resultados muestran contundentemente la utilidad de éste farmaco para preservar la
arquitectura de los vasos, asi como también su funcionalidad al favorecer un aporte
sanguineo adecuado y la llegada de moléculas y células efectoras al injerto. La falta de
evidencias en el mejoramiento de la actividad nerviosa en este trabajo puede haberse
debido a que: 1) el numero de animales analizados fue pequefio y los resultados
experimentales en ratas son muy heterogéneos por variabilidad interindividual, asi que
sera necesario estudiar una muestra mas grande; 2) no existen estudios previos que
indiquen el tiempo que debe transcurrir después de la implantaciéon de un injerto para
realizar pruebas funcionales, por lIo que este trabajo indica la necesidad de realizar un

estudio sobre cinética de integracion del injerto en nuestro modelo; y el uso de una
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prueba funcional, resulta a veces insuficiente para establecer conclusiones contundentes,
por lo que sera necesario reforzar nuestros resultados en este trabajo con otras pruebas
de funcionalidad.

La integracién del injerto fue diferente entre los grupos. Se observé que la
reparacion directa mediante anastomosis termino — terminal, y la reparacién con injerto
motor lograron los mejores resultados, principalmente a nivel microscopico,
conservandose la arquitectura nerviosa, menor cantidad de infiltrado inflamatorio y menor
cantidad de coldgena producida, asi como conservaciéon de la estructura vascular, que
sin duda ejerce una importante repercusion funcional. Esto confirma los resultados
obtenidos por Brenner y col. (2006), quien observd una reinervacion preferencial en
nervios motores implantados con injertos motores, lo que explica la mejor integracién en
este tipo de injertos. Por el contrario, los injertos de tipo sensitivo, principalmente los
grupo sin nimodipino, se caracterizaron por la presencia de infiltrado inflamatorio
intenso, una importante reaccién a cuerpo extrafio y pérdida de la arquitectura nerviosa
evidenciada por menor cantidad de mielina que puso de manifiesto una mala integracion
del injerto. Brenner y col. (2006) plantea la hipétesis de la existencia de un rechazo de
injerto cuando se utiliza para el implante un tipo de nervio donador distinto al del tipo del
nervio lesionado.

Otro hallazgo prominente fue la proliferacion de la microcirculacion a nivel del sitio
del injerto, este hecho fue mas evidente en las ratas tratadas con nimodipino. Estas
observaciones estan en relacion con el efecto predominante del nimodipino sobre
arteriolas, promoviendo aumento del flujo sanguineo local (Arakawa, Nishijima, Shimizu,
2002; Sabbatini, Tomassoni y Di Tullio 2002). Otra accién principal del nimodipino es su

efecto bloqueador de los canales de calcio, lo que en situaciones de dafio isquémico y
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traumatico disminuye la entrada intracelular de calcio, toxicidad y muerte celular, por lo
que se considera al nimodipino como un protector neuronal, ademas se ha observado
que este agente puede favorecer la regeneracion neuronal. (V Angelov, Neiss, Streppel
y col. 1996; Arakawa, Nishijima, Shimizu, 2002; Attsson, Ldskogius e lkael, 1999;
Biessels, Ter Laak y Kamal 2005; Lopez-Arrieta y Birks 2006; Mattsson, Bjorck, Remahl
y col. 2005; Pane, Vales, Hinojosa y col. 2002; Sabbatini, Tomassoni y Di Tullio 2002;
van der Zee, Schuurman, y Traber 1987; Voitenko, Kruglikov y Shutov. 2002).

El grupo que mostré con mayor claridad diferencias contundentes del uso de
nimodipino fue el de los injertos con nervio sensitivo, pero todos los grupos administrados

con este agente mostraron mejor integracion del injerto que los que recibieron vehiculo.
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IX. CONCLUSIONES

La anastomosis término-terminal, la interposicion de injerto motor y la interposicion de
injerto sensitivo son utiles para promover la regeneracion nerviosa. No obstante, el
implante de un nervio motor lesionado con un injerto de nervio motor es mejor.

El uso del nimodipino favorece la integracion de los injertos nerviosos en ratasen

las que se implanta injertos motores 6 sensitivos.
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X. PERSPECTIVAS

Este trabajo demuestra en forma contundente cambios titulares que favorecen la
integracion de un injerto con el uso de nimodipino, y sin duda, servird de base para
caracterizar los efectos fisioldgicos de este farmaco y para la evaluacion y desarrollo de
nuevos agentes que favorezcan las reparaciones nerviosas que se llevan a cabo por
pérdidas nerviosas extensas.

Por otro lado, el desarrollo de este trabajo abre nuevas expectativas y lineas de

estudio en el uso de injertos nerviosos.
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XIl. ANEXOS

Anexo 1. Sistema de graduacion funcional del Nervio Facial de House — Brackmann @

Grado

Caracteristicas

|. Normal

Funcion facial normal en todas las areas

[1. Disfuncion leve

Reposo:

Leve debilidad notable en la inspeccién
cercana. Puede haber sincinesias leves. En
reposo, tono y simetria normal
Movimiento:

Frente: funcibn moderada a buena

Ojo: cierre completo con esfuerzo minimo
Boca: asimetria leve

[1l. Disfuncién moderada

Reposo:
Diferencia obvia, pero no desfigurante
entre los dos lados. Sincinesias,

contractura 6 espasmo hemifacial notables
pero no severos. En reposo, tono y simetria
normal.

Movimiento:

Frente: movimiento leve a moderado

Ojo: cierre completo con esfuerzo

Boca: leve debilidad con maximo esfuerzo.

V. Disfuncién moderadamente severa

Reposo:

Debilidad obvia y/o asimetria desfigurante.
En reposo, tono y simetria normal.
Movimiento:

Frente: Ninguno

Ojo: Cierre incompleto

Boca: asimétrica con maximo esfuerzo

V. Disfuncién severa

Reposo:

Solamente movimiento apenas perceptible.
Asimetria en reposo.

Movimiento:

Frente: Ninguno

Ojo: Cierre incompleto

Boca: leve movimiento

VI. Pardlisis total

Sin movimiento

*Tomado de: House y Brackmann, 1985.
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Anexo 2. Método de Perfusiéon de la rata

a) Material

1. Bomba peristaltica a flujo bajo

2. Jeringa de 3ml

3. Gasas

4. Alcohol al 70%

5. Ketamina (1000mg/10ml) y Xilacina (20mg/ml)

6. Solucion de lavado: PBS 1x (1000ml)

Sol. Amortiguadora de Fosfatos (PBS) 1x para 1 litro.

Soluto Cantidad
Cloruro de Sodio 6.5
Fosfato de Potasio Monobasico 2.8
Fosfato de Potasio Dibasico 0.4

7. Solucion de fijado: PFA al 2% (1000ml)

Sol. Paraformaldehido (PFA) al 2%

1. Calentar 300ml de agua bidestilada a no mas de 60° C.
2. Pesar 20g de PFA (Se encuentra en refrigeracion).
3. Verter los 20g de PFA en el agua bajo agitacion.

4. Adicionar unas gotas de NaOH 10N/1N hasta la completa disolucion del PFA.
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5. Pesar reactivos para 1l de PBS 1x, disolverlos y aforar a 700ml con agua

bidestilada.

6. Adicionar el PBS al PFA bajo agitacion

7. Medir pH en potenciometro el cual no debe rebasar el valor de 9

8. Filtrarlo y ponerlo en hielo hasta que se use y durante su utilizacion.

9. Adicionar a la solucién de lavado 1ml de Heparina por cada 500ml.

b) Parametros de bomba peristaltica PERIMATIC GP

Parametro
Volumen
Count
Delay
Modo
Profile
Tube
Direccion

Round

Valor
0.5ml
999
0.5seg
Automatic
Show/Slow/Slow
S5mm

Run clockwise

24
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c)

d)

Anestesia intraperitoneal

Cargar jeringa con Ketamina 1.5 ml (1000mg/10ml) y Xilacina 0.2ml (20mg/ml)
Tomar la rata por el dorso, con una sola mano, en un solo movimiento.

Con la rata correctamente inmovilizada (evitando cualquier movimiento durante el
procedimiento) inclinarla caudalmente y trazar una linea imaginaria que cruce su
abdomen transversalmente justo sobre sus rodillas. (Fig. 1A linea roja).

La aguja debera ser insertada sobre esta linea, en el lado derecho del animal y lo
mas cercano posible a la linea que divide longitudinalmente el abdomen (Fig. 1A
linea azul). De esta manera disminuimos el riesgo de inyectar en ciego o vejiga
urinaria.

La aguja debe alcanzar una profundidad de aproximadamente medio centimetro y
debe insertarse con una inclinacion de unos 30° con respecto a la superficie del
abdomen.

Aspirar para asegurarse de que no se ha alcanzado ningln vaso sanguineo, ciego
0 vejiga urinaria.

Si ningun fluido es aspirado, proceder a la inyeccién de la muestra.

Retirar la aguja y presionar ligeramente la zona de inyeccion.

Perfusion in vivo

Con la rata ya anestesiada, colocarla en posicion decubito supino sobre una

placa/rejilla adecuada para la recogida de los liquidos de lavado y fijacion.
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8.

9.

Lavar la superficie de la rata con etanol 70°.

Realizar un corte en la piel a la altura del final del esternén, separar la piel y cortar
las costillas en paralelo a los pulmones para exponer el corazon.(Fig. 1B)

Insertar la aguja, bien de la jeringuilla o bien de la manguera (en caso de utilizar el
aparato de perfusiébn) que contiene la solucion de lavado, en el ventriculo
izquierdo y profundizar en direccion a la aorta. (Fig. 1C)

La aguja puede fijarse con pinza Kelly durante la perfusion.

Realizar una incisiébn en la auricula derecha para permitir el escape de la
circulacion de retorno de los liquidos de lavado. (Fig. 1C)

Proceder al lavado con la solucion salina o PBS 1x (1000ml)

Proceder a la perfusion de la solucion de fijado (PFA 2% 1000ml).

Una vigorosa contraccion muscular es indicativa de la correcta fijacion del animal.

10. Al finalizar, retirar la aguja y proceder a la extraccion de los érganos deseados.

11.Obtencién de los 6rganos deseados
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Anexo 3. Método de tincién hematoxilina-eosina modificada

Tren de tincién

Hematoxilina Gill
Agua

Carbonato de litio
Eosina Y

Alcohol 96%
Alcohol 96%
Alcohol absoluto
Alcohol absoluto
Alcohol absoluto/xilol
Xilol

Xilol

Material

A. Hematoxilina anhidra (Hamatoxylin indikator and fur die mikroskopie) C1sH140s, Polvo.
MERK, Art. 4305.

Carbonato de litio Li,COg3, Polvo. J.T. Baker®, 2362.

C. Eosina Y amarillenta soluble en agua (Yellowish eosin microscopy) CooHeBrsNazOs,
Polvo. Merk, 15935.

Alcohol Etilico.

Xilol (Xylenes) CgH4(CH3),. Lab Guard®, 8668.

Etilenglicol HOCH,CH,OH. J.T. Baker®, 9300

Yodato de sodio.

Acido acético glacial CH;COOH, J.T. Baker®, 9507-61.

Resina poly-mount, Polieciences, Inc, Cat. 08381.

W

I O mmo
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Preparacion de las soluciones

Hematoxilina Gill

Agua destilada 750ml
Etilenglicol 250ml
Hematoxilina 2.0g
Yodato de sodio 0.29
Sulfato de aluminio 17.69
Acido acético glacial 2ml

Procedimiento

Se prepara en el orden en que estan los reactivos y se pone en agitacion a temperatura
ambiente durante una hora. Filtrar a través de papel Whatmann del No. 1. Este colorante
no mancha el recipiente en el que se guarda, ni se precipita y dura muchos meses. Debe

evitarse exponer a los rayos del sol y guardar en un frasco color &mbar rotulado.

Eosina

Solucién de Stock
Eosina 19
Agua destilada 20ml
Alcohol 96% 80ml

Solucién de Trabajo
Solucién de Stock 1 parte
Alcohol 80 grados 3 partes

Exactamente antes de usar, adicionar 0.5 ml de acido acético glacial por cada 100ml de

colorante y agitar

Solucién para Virar Carbonato de Litio saturado en Agua

Carbonato de litio 1.0gm
Agua destilada 100.0ml
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Procedimiento
Desparafinar

1.- Colocar las laminillas en la estufa durante 20 minutos

Nota: No hacer inmediato el paso 1 al paso 2, esperar por lo menos 10 seg.

2.- Xilol'l 5min
3.- Xilol II 5min
4.- Alcohol absoluto/xilol 5seg
5.- Alcohol absoluto 5seg
6.- Alcohol absoluto 5seg
7.- Alcohol 96% 5seg
8.- Alcohol 96% 5seg
9.- Agua destilada 10seg
Tincion
1.- Hematoxilina Gill 10min

2.- Enjuagar en tina llena con agua

Corriente y con chorro abierto 20 Bafos

3.- Carbonato de litio 10 Bafios
4.- Enjuagar en cuba con agua corriente 10 Bafios
5.- Eosina 10 Bafios
6.- Alcohol 96% 5 Bafios
7.- Alcohol 96% 5 Bafios
8.- Alcohol absoluto 5 Bafios
9.- Alcohol absoluto 5 Bafios
10.- Alcohol absoluto/xilol 5 Bafios
11.- Xilol 5 Bafos
12.- Xilol 5 Bafios

13.- Montar con cubreobjetos cada corte con 3 gotas de resina.
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Anexo 4. Método de tincién tricromico de Masson

Tren de Tincidn
Solucién de Bouin

Agua

Alcohol 50%

Hematoxilina Férrica de Weigert

Agua

Agua Desionizada

Fucsina Acida-Escarlata de Biebrich

Agua desionizada

Acido Fosfottngstico/ Acido Fosfomolibdico
Azul de Anilina

Acido Acético al 1%

Material

Xilol (Xylenes) CgH4(CH3),. Lab Guard®, 8668.

Alcohol Etilico.

Agua Destilada.

Acido Picrico 2.4.6.(NO,)3CsH,OH, cristales. J.T.Baker ®, 041373.
Formaldehido (Chloroform) CHCIs. Lab Guard®, 4443.

Acido Acético Glacial CH3COOH. J.T. Baker®, 9507-61.
Hematoxilina (Hematoxylin Anhydrous) C,6H140s6, Cristales. SIGMA CHEMICAL
COMPANY, No. H-9627.

H. Cloruro Férrrico FeCls.cH,0, Trozos. J.T.Baker ®, 1996.

Acido Clorhidrico HCI. J.T. Baker®, 9535-61.

J. Agua Desionizada.

® T Mmoo ®m >

K. Solucién de Fucsina Acida-Escarlata de Biebrich (Escarlata Briebrich 0.9%,
Fucsina Acida 0.1%, en Acido Acético 1.0%). SIGMA - ALDRICH®, nimero de
catadlogo HT15-1.

L. Solucién Acido Fosfotingstico (Acido Fosfotlingstico, 10%). SIGMA - ALDRICH®,

namero de catalogo HT15-2.
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M. Solucién de Acido Fosfomolibdico (Acido Fosfomolibdico 10%). SIGMA —ALDRICH®,
namero de catalogo HT15-3. La formacién de un precipitado no afecta al rendimiento.

N. Solucion Azul de Anilina (Azul de Anilina 2.4%, y Acido Acético 2%). SIGMA —
ALDRICH®, nimero de catalogo HT15-2.

O. Resina Poly-mount. Polieciences, Inc, Cat. 08381.

Preparacion de Soluciones

A. Alcohol 96%

Solucién acuosa saturada con Acido Picrico
Solucién Formol 37-40%

Alcohol 50%

Solucién de Bouin

moow

Acido Picrico, solucion acuosa saturada 750.0ml
Formol 37-40% 250.0ml
Acido Acético Glacial 50.0ml
Almacenar después de su uso a temperatura ambiente en un frasco rotulado.
Para remover al 4cido picrico se dejan las preparaciones durante 15 min en agitacion en
una cuba con Alcohol 50% hasta eliminar el color amarillo de los tejidos
F. Alcohol 95%
G. Cloruro Férrico 29% (acuoso)

H. Solucion Hematoxilina Férrica de Weigert

Solucion A
Hematoxilina 1.0g
Alcohol 95% 100.0ml
Solucion B
Cloruro Férrico 29% (acuoso) 4.0ml
Agua Destilada 95.0ml
Acido Clorhidrico, concentrado 1.0mi
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Solucién de Trabajo
Partes iguales de la solucion Ay solucién B.

Almacenar después de su uso a temperatura ambiente en un frasco color &mbar
rotulado.
|.Solucion Acido Acético 1%

Acido Acético Glacial 1.0ml

Agua Destilada 100.0ml

Desechar solucion después de su uso.
J. Solucién de Trabajo Acido Fosfottngstico/ Acido Fosfomolibdico
Mezclar un volumen de Solucion Acido Fosfottingstico, nimero de catalogo HT15-2, y un
volumen de Solucion de Acido Fosfomolibdico, nimero de catalogo HT15-3, con dos
volimenes de Agua Desionizada. Almacenar después de su uso a temperatura ambiente

en un frasco rotulado.

Procedimiento de Tincién
Desparafinado

1.- Colocar las laminillas en la estufa durante 20 minutos

2.- Xilol | 5min

3.- Xilol 1l 5min

4.- Alcohol Absoluto/Xilol 5seg

5.- Alcohol Absoluto 5seg

6.- Alcohol Absoluto 5seg

7.- Alcohol 96% 5seg

8.- Alcohol 96% 5seg

9.- Agua Destilada 10seg

Tincion

1.- Colocar los portaobjetos en Solucion de Bouin a temperatura ambiente toda la
noche.

2.- Lavar los portaobjetos en agua corriente 5min
3.- Colocar en agitacion en una cuba con Alcohol 50% 15min
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4.- Tedir en Solucion de Hematoxilina Férrica de Weigert 5min
5.- Lavar con agua corriente (20Bafios al inicio y al final) 5min
6.- Aclarar con Agua Desionizada 20Bafos
7.- Tefiir en Solucion Fucsina Acida-Escarlata

de Biebrich, nimero de catalogo HT15-1 5min
8.- Aclarar con Agua desionizada 20Bafos
9.- Colocar los portaobjetos en Solucion de

Trabajo Acido Fosfotiingstico/ Acido Fosfomolibdico 5min
10.-Colocar los portaobjetos en Azul de Anilina,

namero de catalogo HT15-2 5min

11.-Colocar los portaobjetos en Acido Acético al 1% 2min

Aclaramiento

1. Alcohol 96% 10Barfios
2. Alcohol 96% 10Barfios
3. Alcohol Absoluto 10Bafos
4. Alcohol Absoluto 10Bafos
5. Alcohol Absoluto/Xilol 10Barfios
6. Xilol 10Barfios
7. Xilol 10Bafos
8. Montar con cubreobjetos cada corte con una (murino) o 3 (canino) gota(s) de resina.

53



Anexo 5. Método Kluver-Barrera para mielinay células nerviosas

Tren de Tincion
Azul Luxol Répido
Alcohol 95%
Agua Destilada
Carbonato de Litio
Alcohol 70%
Agua Destilada
Carbonato de Litio
Alcohol 70%
Agua Destilada
Violeta de Cresilo
Alcohol 95%
Alcohol Absoluto
Xilol

I. Material
A. Azul luxol rapido, polvo, SIGMA, 2653.
B. Alcohol etilico.
C. Acido glacial acético CH;COOH. J.T. Baker®, 9507-61.
D. Violeta de cresilo (Cresyl violet acetate) Ci1g Hig N3 O3 (Dye content 75%,
sodium content N/A), polvo, SIGMA, C 5042.
E. Agua destilada.
F. Carbonato de litio Li,COg3, polvo. J.T. Baker®, 2362.
G. Xilol (Xylenes) CgH4(CHg3),. Lab Guard®, 8668.

H. Resina poly-mount, Polieciences, Inc, Cat. 08381.
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Il. Preparacion de las Soluciones
A. Azul luxol rapido 0.1%
Azul luxol rapido 0.1g
Alcohol 95% 100.0 ml
NOTA: Agregar 0.5 ml de acido glacial acético a cada 100 ml (la solucién es

estable).

B. Violeta de cresilo 0.1%
Violeta de cresilo 01g
Agua destilada 100.0 ml
NOTA: Justo antes de su uso, agregar 15 gotas de acido glacial acético al 10% y

filtrar. Usar precalentada a 57°C.

C. Carbonato de Litio 0.05%

Carbonato de Litio 0.05¢
Agua Destilada 100.0 ml

D. Alcohol 95%

Alcohol 100% 95.0 ml
Agua Destilada 5.0 ml

E. Alcohol 70%

Alcohol 100% 70.0 ml
Agua Destilada 30.0 mi
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Procedimiento

1. Desparafinar e hidratar hasta Alcohol 95%.

2. Colocar las laminillas en la solucién de azul luxol rapido a 56-60 °C durante 15 h.

3. Aclarar con alcohol 95% en dos barfios diferentes agitando gentilmente hasta que
no se desprenda mas colorante (aprox. 10 min en cada cuba).

4. Aclarar en agua destilada hasta que no se desprenda mas colorante (aprox. 15
min).

5. Iniciar la diferenciacidon entre sustancia gris y sustancia blanca con una inmersion
rapida en la solucion de carbonato de litio 0.05%.

6. Continuar la diferenciacion en alcohol 70% en tres bafios diferentes, agitando
gentilmente durante 1 min cada 4 min e invirtiendo un total de 15 min en cada uno
de ellos.

Lavar gentilmente en agua destilada (aprox. 5 min).
Hacer una ultima inmersion rapida en carbonato de litio 0.05%.

9. Terminar la diferenciacién en alcohol 70% en tres bafios diferentes, agitando
gentilmente durante 1 min cada 4 min e invirtiendo un total de 15 min en cada uno
de ellos.

10.Lavar gentilmente en agua destilada (aprox. 5 min).

11.Colocar las laminillas en la solucién de violeta de cresilo precalentada durante 10
min.

12.Diferenciar en alcohol 95% en 2 bafos diferentes agitando gentilmente e
invirtiendo 3 min en cada uno de ellos.

13.Deshidratar en alcohol absoluto en 2 bafios diferentes mediante 5 enjuagues
lentos en cada uno de ellos.

14. Aclarar en xilol en 2 bafios diferentes mediante 5 enjuagues lentos en cada uno de
ellos.

15. Montar cubreobjetos con 4 gotas de resina.
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VITAE

DATOS ACADEMICOS
EDUCACION PRIMARIA

Esc. Primaria Oficial “Margarita Maza de Juarez”
San Luis Potosi, S. L. P.
1982 — 1988

EDUCACION SECUNDARIA

Esc. Secundaria Oficial “Prof. José Ciriaco Cruz”
San Luis Potosi, S. L. P.
1988 — 1991

EDUCACION MEDIA SUPERIOR

Esc. Preparatoria “Lic. Jesus Silva Herzog”
Bachillerato Quimico — Bioldgico y Fisico - Matematico
San Luis Potosi, S. L. P.

1991 — 1993

EDUCACION SUPERIOR

Universidad Auténoma de San Luis Potosi
Facultad de Medicina
Licenciatura en carrera de Médico Cirujano
1993 — 1999
Promedio general en la carrera: 9.46
Lugar ocupado en la carrera: 7° (Generacion de 67 alumnos)
Fecha de Examen Profesional: 22 de enero del 2000
Examen general para el egreso de la Licenciatura en Medicina General
(CENEVAL) 2do lugar:
Aprobado (Testimonio de Alto Rendimiento Académico / 21 de octubre de

1999)

INTERNADO ROTARORIO

Hospital General del ISSSTE

San Luis Potosi, S. L. P.

1 de julio de 1998 al 30 de junio de 1999
Calificacion final: 10.0
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SERVICIO SOCIAL

Instituto Mexicano del Seguro Social

Unidad Médica Rural No. 163, localidad de Ejido Rodrigo
Mpo. De Villa de Reyes

San Luis Potosi, S. L. P.

1 de agosto de 1999 al 31 de julio de 2000

ESTUDIOS DE POSTGRADO

XXIV Examen Nacional de Aspirantes a Residencias Médicas en
Otorrinolaringologia

30 de septiembre y 1 de de octubre de 2000

Lugar obtenido en su grupo de especialidad: 6 (500 aspirantes)

Estudio de Postgrado en la Especialidad de Otorrinolaringologia
Hospital de Especialidades C. M. N. No. 1, Leon, Gto.

.M. S. S.

1 de marzo de 2001 al 28 de febrero del 2005

Fecha de Examen Final de Especialidad: 16 de febrero del 2005

Examen de Ingreso al Consejo Mexicano de O. R. L. y Cirugia de Cabeza y Cuello
11y 12 de Febrero del 2005

APROBADO. Con folio No. 1809, credencial No. EST-1809/05

7mo lugar

Estudio de Subespecialidad de Neurotologia
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”
1 de marzo del 2006 a la fecha (Finalizacion 28 de febrero 2008)

TRABAJOS

“Presentacion Atipica de quiste branquial en adulto”
Trabajo libre

XXIV Congreso Nacional FESORMEX

Mérida, Yucatan

Octubre 2002

‘Resultados de Miringoplastias en el HE IMSS CMN Ledn, Gto, durante el periodo
1998 — 2002~

Trabajo libre

LIl Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de ORL y CCC

Mayo 2003
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“‘Respuesta a lisados bacterianos en pacientes pediatricos con cuadros infecciosos
repetitivos”

Trabajo libre

LIl Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de ORL y CCC

Mayo 2003

“Quinolona Vs Clindamicina en manejo de sinusitis cronica”
Trabajo libre

LIII Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de ORL y CCC
Mayo 2003

“Comparacion de inhibidores Cox 2 Vs glucocorticoide topico nasal en pacientes
con poliposis nasal sin componente alérgico”

Trabajo libre

LIl Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de ORL y CCC

Mayo 2003

“Linfoma No Hodgkin, presentacion de un caso”
Trabajo libre

XXV Congreso Nacional FESORMEX

Octubre 2003

“Papiloma nasal invertido del Seno Frontal, reporte de un caso”
Trabajo libre

XV Congreso Nacional de la FESORMEX

Octubre 2003

“Poliposis nasosinusal con extension intracraneal”
Trabajo libre

XXVI Congreso Nacional FESORMEX

Octubre 2004

“Parélisis Facial Bilateral Simultanea”
Trabajo libre

XXVI Congreso Nacional FESORMEX
Octubre 2004

RECONOCIMIENTOS

Testimonio de Alto Rendimiento Académico en el EGEL — MG del CENEVAL
14 diciembre 1999
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Reconocimiento por Primer Lugar de Aprovechamiento académico en la
Especialidad de Otorrinolaringologia

Ciclo escolar 2003 — 2004

Universidad de Guanajuato

30 noviembre 2004

Reconocimiento por Primer Lugar de Aprovechamiento académico en la
Especialidad de Otorrinolaringologia

Ciclo escolar 2004 — 2005

Universidad de Guanajuato

21 noviembre 2005

Reconocimiento por Promedio mas alto durante los estudios de la Especialidad de
Otorrinolaringologia

Universidad de Guanajuato

21 noviembre 2005
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