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ANTECEDENTES:

La cirugia del nervio periférico no ha alcanzado un nivet técnico y
cientifico avanzado porque se siguen repitiendo los procedimientos
descritos en la literatura tradicionat y estos no han evolucionado a la par
con el conocimiento adqguirido en las areas de biclogia molecular,
tecnoiogia de materiales, y procedimientos microquirirgicos modernos.

Las lesiones del nervio periférico son uno de los desafios a los que
se enfrenta el cirujano, ya que en la practica las técnicas empleadas no
permiten satisfacer las expectativas del paciente en relacién a una
recuperacion funcional ad integrum. Siendo un problema comdudn, el
observar un deéficit funcional importante a pesar de una exhaustiva y
prolongada rehabilitacion.

Histéricamente solo existen referencias aisladas, de lo Que podia ser
una descripcion mas © menos aceptable de lo que conocemos ahora
como sistema nervioso periférico y sdlo como dato curiose revisamos la
bibliografia para encontrar que la palabra griega “nervio™ significa
originaimente “tendon”, lo que sugiere cierta confusién entre el tejido
conectivo y el tejido nervioso.

El Papiro de Edwin Smith', escrito en el afio 1700 aC, es el tratado
mas antiguo sobre cirugia, y describe heridas, contusiones craneales,
incluyendo una lesion de la médula espinal, y probablemente exista la
observacion de los nervios periféricos, pero no esta referida.

Un pitagorico, Alcmerdn? (582 a 500aC), padre del método
experimental, inicié las disecciones en animales, y describe que los
nervios estan unidos al cerebro y, por esta razdn, infiere que el cerebro
es el érgano donde radica la sensibilidad.

En el siglo IV aC, el filésofo griego Aristételes®, creyd que ios nervios
eran controlados y originados en el corazdn, y que éste era el érgano
mas importante dei cuerpo y asiento de las emociones y los
movimientos.

Claudio Galeno de Pérgamo (130dC)‘, contradijo !a expresién
aristotélica, y c-ncluyd que el cerebro es el érgano mas importante del
cuerpo y que los nervios se derivan de él, ademas "que la seccién
proximal de un nervio produce atrofia distal", describe siete pares de
nervios craneales, pero probablemente durante su observacion
confundid algunos vasos sanguineos con los nervios, ya que los
describe como estructuras huecas. Este conocimiento se prolongo
durante casi quince siglos.

Paul de Aegina (625-690 dC)’ fue el primero en describir la
aproximacion de las terminales nerviosas durante el cierre de una
herida.

Mas tarde, en el siglo X dC, el filésofo judio Moisés Maimonides®
aun expone: "el que no es experto en anatomia puede confundir
facilmente tendones, ligamentos, vasos sanguineocs y nervios".
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ta pnmera descripcion objetiva referente a los materiales de sutura y
método anestésico para la reparacion in vivo se refiere a la escuela de
Salermo?, en 1310, sitvacidn que permite ubicar en el tiempo la
posibilidad de que se realicen intentos por reconstruir arterias, venas,
nervios y tendones, pero no existe referencia al tema que indique que
este concepto fue empleado hasta que Avicenna® realizé intentos por
suturar directamente el nervio en 1564.

Un dato cunoso es la descripcion de una neurorrafia efectuada por
Gabriele Ferrara’, en 1596, en la que se supone gque suturd un nervio
periferico y ademas se describe detalladamente el uso de una
desinfeccién praevia con alcohol, vino rojo y pétalos de rosa, todo esto
sin el descubrimiento de la anestesia general, hecho que sucede hasta
1842, -

Renato Descartes®, afirma que los nervios eran estructuras huecas,
tal como-lo menciona su Tratado del Hombre, publicado en 1664. A
pesar de esto, y en contraposicién con el trabajo de Descartes, el
estudiante escoceés John Moir', escribid en sus notas “"los nervios no
estan huecos, ya que tienen contenido interno por o que no se
relacionan con las arterias y las venas que si son huecas".

En 1681, Thomas Willis' acufia la palabra "Neurologie”* como una
disciplina especializada en el estudio de la "neurcanatomia”.

La divisién entre los nervios sensitives y motores es atribuida a
Chraries Belt (1774-1842) y fue descrita en su libro /gdea of a New
Anatomy of the 8rain®.

En 1791, Robert Whytt camostré que un nervio lesionado pierde su
excitabilidads. coincidiendo con la observacién de Galeno hecha
mildoscientos afios antes.

En 1852, Waller describio los pasos en 1a degenefacxon nerviosa
después de una lesién, y la preparacion para la regeneracion 19,

Hueter® introdujo el concepto de sutura epineural primaria en 1871y
1873. Y Nelaton” describid la reparacion nerviosa secundara, o por
segunda intencion, en 1874.

La idea de disminuir la tension sobre !a zona de sutura nerviosa no
fue importante sino hasta en épocas recientes, y fue descrita por
primera vez por Mikulicz® en 1882.

La experiencia que se tuvo durante las dos guerras mundiales,
aunada a los avances en la anestesia, aumentd el conocimiento que se
ha tenido sobre la evaluacion y el tratamiento de las Iesxones nerviosas
traumaticas y de los mecanismos de reparacxon nerviosa'

La clasificaciéon de la lesidn_nerviosa ha sido expllwda por Seddon
en 1943'2 y por Sunderland' en 1951. ta descrita por Seddon
comprende neurcpraxia, neurotmesis y axonotmesis. Sundertand
expande esta clasificacion y define cinco grados de lesion nerviosa.
Estas clasificaciones siguen siendo empleadas en la actualidad.

E! microscopio Qquirurgico y las nuevas técnicas microquirirgicas
utilizadas durante la neurorrafia ha sido un factor clave para poder
aproximar correctamente los extremos seccionados’™
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Los métodos de reparacidon nerviosa han sido divididos en técnica
directa (neurorrafia) y técnica indirecta (reparaciéon con injertos) La
reparacion directa puede ser subdividida en reparacién epineural,
perineural o mixta'® Se han hecho estudios tanto clinicos como
experimentales para tratar de establecer la superioridad de una técnica
sobre la otra, sin embargo hasta la fecha no se ha alcanzado un
consenso definitivo's 17

Estos rmétodos de reparacion dependen de la alineacién
interfascicular, del grado de trauma intermmo producido por el mismo
metodo de reparacion, ademas de la formacion de cicatriz que puede,
incluso, conducir a la formacion de un neuroma’®

Los parametros neuronales y axonales que intervienen durante la
regeneracion nerviosa deben ser identificados y, ademas, los
mecanismos mediante los cuales el micrcambiente afecta la dinamica
de los axones en su reparacion necesitan ser caracterizados. .Tres
elementos del citoesqueleto de Ia neurcona juegan diferentes papeles en
el crecimiento de las mismas: los microtubulos, microfilamentos y
neurofilamentos'®. Ademas la captura de factores neurotréficos puede
tener un rol critico en el proceso de regeneracién”. incluyendo los
factores de reparacién comunes a todo proceso reconstructivo inicial.

La reparacién del nervio periférico con microsuturas es el estandar
de oro contra el cual se compara cualqzmer alternativa quiriurgica antes
de que pueda ser aceptada como valida

En un intento por mejorar la reparacion nerviosa se han usado las
tecmms mencionadas, y ademas se ha descrito la reparacion con
laser™ Y, se han afadido sustancias, oomo factores troficos®,
colageno polimeros diversos__como fibrina®® antlcuerpos contra
proteinas asoc:adas a la mielina terapia mmunosupreswa 27, injertos
prelesionados?®

Sin embargo, con ninguna de estas técnicas se ha logrado recuperar
al 100% la funcion nerviosa, tanto sensitiva como motora, y por lo tanto,
surge la inquietud por continuar investigando acerca de las diversas
alternativas.

La tubulizacion es un método donde os extremos proximal y distal de
un nervio seccionado son suturados con las técnicas habituales, ¥
posteriormente introducidos en una cavidad, Williams y Hadlkock 29 3
suponen que este procedimiento mejora la regeneracién nerviosa
creando un microambiente que disminuye !a entrada de células
inflarmatorias, y disminuye la difusidn de neurotrofinas, elaboradas en la
parte distal del axén seccionado, hacia Jos tejidos adyacentes,
aumentando asi las concentraciones locales de estas sustancias donde
ejercen su mayor efecto al promover la regeneracién axonal.

Para fines de este protocolo, la tension superficial no se ha descrito
por ninguno de los autores precedentes. probablemente por omisién del
concepto, situacion que tratamos de demostrar como fundamental en el
proceso de reparacion nerviosa. Ya que suponemos que la tubulizacion
es la unica técnica capaz de mantener una fuerza fisica favorable para
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la organizacidn axonal de forma permanente /n situ, necesaria para
individualizar 1a totalidad de elementos contenidos en un espacio del
segmento nervioso en reparacion, por lo tanto consideramos que esta
fuerza mantiene en suspension las estructuras axonales e influye en
todos los aspectos concernientes a la organizacion y reparacion del
nervio, incluyendo el aislamiento del medio extermo.

Anatomia relevante:

Para poder argumentar acerca de la reparacién nerviosa es
importante apreciar la anatomia normal de los nervios periféricos. EIl
nervio esta compuesto de elementos neurales y no neurales, los cuales
pueden ser subdivididos en tres componentes. axones conductores,
células de Schwann aislantes, y matnz de tejido conectivo que rodea la
estructura y que puede dar soporte a la regeneracion axonal. Laos
axones mielinizados y no mielinizados estan formados dentro de un
compartimento de tejido conectivo llamado por endoneurium. Este a su
vez, esta rodeado por una capa compacta llamada perineurium para
formar fasciculos, y los grupos de fasciculos estan rodeados por el
epineurium intermo, que esta dentro de varias capas conceéntricas de
tejido conectivo para formar el epineurium extemmo (Fig. 1)3'.

Fundamento tedrico de la tensidon superficial.

Se denominan fendmenos superficiales a los fenémenos fisicos en
los que intervienen fundamentalmente las moléculas que se encuentran
en la superficie de separacion entre dos medios no miscibles. La
energia de las moléculas del interior del liquido es diferente de la
energia de las moléculas de la superficie, pues estas Gitimas sdlo estan
ligadas a otras moléculas del propio liquido por un lado de la superficie
divisoria. De este modo, las particulas que estan en la capa superficial
de un liquido poseen exceso de energia con relacion a las que estan en
el interior: dentro del liquido cada particuia esta rodeada por vecinas
proximas que ejercen sobre eilla fuerzas intermoleculares de cohesion;
por simetria estas fuerzas se ejercen en todos sentidos y direcciones
por lo que la resultante es nula. Sin embargo las particulas de la
superficie del liquido se encuentran rodeadas por arriba por otro tipo de
moléculas. Por lo que existe una fuerza neta en la superficie del liquido
dirigida hacia su interior que se opone a que las moléculas de liquido se
escapen de su superficie. Esta fuerza superficial lleva asociada una
energia (que seria el trabajo necesario para arrancar una molécula de la
superficie), definida como la diferencia entre la energia de todas las
moléculas junto a la superficie divisoria (de los dos medios) y la que
tendrian si estuvieran en el interior de sus respectivos fluidos. Esta
energia superficial U es por tanto proporcional al area S de la superficie
libre del liquido: § U 6 =, donde la constante de proporcionalidad ¢ es el
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coeficiente de tensidn superficial del liquido que, a temperatura
constante, depende sélo de la naturaleza de los medios en contacto. Si
situamos un sodlido sobre la superficie de un liquido, la tendencia del
liquido a minimizar su superficie libre lleva a que en el limite entre la
pelicula superficial y el sdlido surja la fuerza de tensidn superficial. Esta
fuerza es tangente a la superficie y esta dirigida hacia el interior del
liquido™2.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

¢ Cdémo afecta la tension superficial la orientacidn y organizacién de los
axenes en el nervio ciatico seccionado y reparado con microcirugia, con
el uso de la técnica de resorte-tubulizacién en modelo murino?

HIPOTESIS:

La tensién superficial es un factor determinante en la orientacién y
organizacion de los axones durante la regeneracion del nervio ciatico
seccionado y posteriormente reparado con la técnica resorte-
tubulizacién.

HIPOTESIS NULA:

La tension superficial no es un factor determinante en la orientacion y
organizacidn de los axones durante la regeneracion del nervio ciatico
seccionado y posteriormente reparado con la técnica resorte-
tubulizacion. . -

OBJETIVOS:

Demostrar que la tension superficial influye sobre los resultados de la
reparacion nerviosa periférica, al intervenir sobre los mecanismos de
ofientacion, separacion y organizacién de los axones en proceso de ser
regenerados.
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MATERIAL Y METODOS:

1.

Disefio del estudio:

Es un estudio experimental, prospectivo, comparativo, longitudinal.

Universo de trabajo:

Ratas sanas de la Unidad de Investigacion del Servicio de Cirugia
Experimental y Bioterio del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

Descripciéon de las variables:
= Variable Independiente:

Procedimiento quinirgico: resorte -tubulizacién.
Tension superficial.

« Variable Dependiente:

Organizacidn axonal.
Tiempo de reparacion.

Definicion Operacional de las Variables:
Independientes:
s Procedimiento Quinirgico (Resorte-Tubulizacion):

o Resorte: se utiliza en la reparacidon del nervio ciatico
derecho de la rata, y sirve para estabilizar en paralelo
los extremos nerviosos previos al corte.

o Tubulizacion: se emplea para favorecer la tension
superficial sobre la zona de anastomosis y consiste en
una grapa tubular de silicona.

e Tensidn superficial: que sirve para favorecer la fuerza de
cohesion que se ejerce entre los elementos nerviosos
contenidos en la matriz de reparacidn de !a zona de
anastomosis.




Dependientes:

Organizacién axonai: se realizaran cortes histologicos
longitudinaies y transversales de las zonas de anastomosis,
en los que se haran tinciones especiales, y se examinara el
nuamero, diametro, direccionalidad y continuidad de los axones
reparados.

Tiempo de reparacién: es la dimensién que sirve para medir
ia presencia o ausencia de los parametros establecidos como
nuamero, diametro, direccionalidad y continuidad axonal y se
realiza a intervalos de tiempo definidos.

4. Seleccion de la muestra:

e Tamaiio de la muestra:

Siguiendo el resultado de las observaciones hechas en un
estudio piloto preexperimental, se demostré que la totalidad de
los individuos presentaron resultados similares, o que apoya a la
pregunta de investigacion, por lo que consideramecs incluir en la
muestra diez ratas, que justifican los intervalos de tiempo
necesarios para obtener muestras secuenciales dei fenémeno a
observar.

Criterios de Seleccion:

o Criterios de Inclusion: Se incluiran diez ratas macho, cepa
Sprague-Dawley, sanos, con una edad de 6 meses, con
peso de 400-500+20gr., liberadas por ei Laboratorio de
Certificacion del Bioterio del Departamento de
Investigacion dei Centro Médico Nacional SXXI.

o Criterios de No Inclusidn: Ratas de otra cepa, hembras, de
bajo peso, enfermos o previamente operados.

o Criterios de Exclusion: Muerte del espécimen antes de
terminar el experimento. Desprendimiento de la
anastomosis al momento de tomar la muestra. Migraciéon
de la tubulizacion de la zona de anastomosis.

TESC COR




Procedimientos:

Se utilizaran diez ratas macho, cepa Sprague Dawley, con una
edad de seis meses, con peso aproximado cde 400 a S00 + 20gr,
liberadas por el Laboratorio de Certificacion del Bioterio del
Departamento de Ilnvestigacion del Centro Meédico Nacional Siglo
xxi.

En cada una de las ratas, excepto en el testigo sano, se
seccionara el nervio ciatico derecho y se reparara con la técnica
expuesta mas adelante, se expondra el nervio ciatico izquierdo y, sin
seccionario, se colocara sobre éste, un tubo de polimero de silicona
(Silastic®).

Ademas se tendra como testigo, para cortes histolégicos, a un
nervio ciatico sano de rata.

Previo a la cirugia se realiza el procedimiento anestésico
aplicando por via intramuscular xnlacuna (10mg/kg) y ketamina
(90mg/kg), hasta alcanzar el plano ar tésico d

Se efectua tricotomia, asepsia y antisepsia de las regiones
gluteas y de ia parte posterior de ambos muslos.

Con la ayuda del microscopio quirtirgico (Zeiss Omni 9), y
utilizando técnicas microquirirgicas estandar se realiza una incision
en la region glitea derecha, separando la aponeurosis que divide a
fcs muaculos biceps sural y gliteo medio para exponer el nervio
ciatico derecho, en una lcngitud aproximada de 15mm (Fig. 2). A
continuacion se separan los elementos musculares, utilizando un
blefarostato atraumatico (Foyo®). El aislamiento nervioso se realiza
separando el epineurio del tejido laxo circundante. Se gotea
lidocaina simple al 1% sobre el nervio para prolongar el periodo
anestesxco y texturizar la superficie epineural.

Expuesto el nervio ciatico, se inicia el tiempo reconstructivo
con la integracion de la sutura epineural ("strappling” o resorte") para
lograr un soporte sobre las porciones medial y lateral del nervio, en
forma paraleid, empleando para este fin dos suturas de Nylon
monofilamento negro 9-0, (Serranyl®) con aguja minitrauma 3/8 de
circulo ahusada (Fig. 3). Lograda la estabilizacion del nervio, se
procede a realizar la seccidn utilizando microtijera recta, una vez
efectuada la seccidn, se aproximan los extremos, por
desplazamiento, inducido por un corrimiento en los cabos de la
sutura hasta dejar una separacion entre los extremos nerviosos de
aproximadamente 1mm.

ta tubulizacion se realiza usando una grapa tubular de silicona
{Silastic®), de 6mm de longitud, con un diametro interno de 1.5mm,
que previamente fue esterilizado con o&oxido de etileno. Para,
posteriormente, implantar este dispositivo scbre la zona de
anastomosis. Para ia fijacion permanente de la grapa de silicona es
necesario que los cabos libres de la sutura en resorte se anuden
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scbre la cara externa de la grapa, para prevenir la migracion del
impiante de la zona de anastomosis (Fig. 4). Se procede a suturar la
incisién aproximando los elementos musculares con tres puntos
aponeurdticos simples con Vicryl 4-0 y piel con puntos simples con
Nylon monofilamento 3-0.

De igual manera, se procede a exponer el nervio ciitico
izquierdo para tomaric como referencia y, sin seccionario, se coloca
sabre éste la grapa de silicona preparado de forma semejante que el
contralateral, y se sutura la incisién en los dos planos descritos
previamente.

Se procedera a tomar !as muestras, tanto del nervio
anastomosado como deil control, a diferentes intervalos de tiempo
después de la anastomosis: una hora, 24hrs, 48hrs, 72hrs, 7 dias,
14 dias, 21 dias, 3 meses y 6 meses.

Estas muestras se fijaran en formol buffereado. y se enviaran
al Servicio de Anatomia Patolégica para su inclusidn en parafina,
realizandose cortes histolégicos a 4 micras y se tifien con
hematoxilina y eosina. Una vez hecho esto, las laminillas seran
examinadas por el anatomopatéiogo para determinar el namero,
diametro, la direccionalidad y la continuidad axonal en las diferentes

muestras.

6. Analisis estadistico:

Se realizara un analisis bifactorial en serie temporal. Utilizando el
programa de computacion SPSS 9.0 para Windows.

CONSIDERACIONES ETICAS:

Para este estudio se manejaran los animales de experimentacion
siguiendo las disposiciones relativas a investigacion en animales (Titulo
Segundo, Capitulo Gnico, del Reglamento de ia Ley General de Salud en
Materia de Investigacion).

RECURSOS PARA EL ESTUDIO:

* Recursos Humanos:
1. Area del Bioterio: una enfermera para ia preparacion del
area quinurgica, un veterinario para la preparacién dei
espécimen y para la vigilancia del mismo en el
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postoperatorio, un cirujano que llevara a cabo la técnica
uirGrgica y que sera el mismo para todas las muestras.
2. ea de Anatomia Patoidgica: un técnico que llevara a cabo
la inclusién y tincion de las muestras, asi como un Patélogo
que revisara las muestras y hara el reporte de las mismas.

Recursos Materiales:
Se requeriran:
Ratas macho Sprague-Dawliey.
Material quirGrgico: instrumental de microcirugia, hojas de
bisturi, seda. hojas de rasurar, gasas, benzal. cinta adhesiva.
jeringas, guantes.
Microscopio quirurgico.
Anestésicos: xilocaina, xilacina y ketamina.
Tubos de silicona (Silastic®)., flexibles.
Sutura: Nylon monofilamento negro. Serranyi®, con aguja
minitrauma 3/8, calibre 9-0.
Materiales para Histologia.

Recursos financieros:
Recursos propios de la Unidad de Investigacion.

TESIS CON
FALLL T2 QRIGEN
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES:

ACTIVIDAD

1er mes

2do mes

Jer mes

4to mes

Elaboracion dei
protocoio de
investigacion

x

Estandarizacion de
procedimientos
quirirgicos

x

Seleccidn de
especimenes

Maniobra
experimental

Revision
histopatolégica

Analisis de resuitados

Redaccion

Envio a publicacion

12
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FIG. 1 ANATOMIA DE UN NERVIO PERIFERICO:
RELACION DE LOS DIFERENTES COMPONENTES
DEL TEJIDO CONECTIVO:
EPINEURIUM, PERINEURIUM Y ENDONEURIUM.
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FIG. 2 INCISION EN LA REGION GLUTEA DERECHA, SEPARANDO LA
APONEUROSIS QUE DIVIDE A tOS MUSCULOS BICEPS SURAL Y
GLUTEO "MEDIO PARA EXPONER EL NERVIO CIATICO DERECHO, EN
UNA LONGITUD APROXIMADA DE 15MM




FIG. 3 EXPUESTO EL NERVIO CIATICO, SE INICIA EL TIEMPO
RECONSTRUCTIVO CON LA INTEGRACION DE LA SUTURA EPINEURAL
("STRAPPLING" O RESORTE") PARA LOGRAR UN SOPORTE SOBRE LAS
PORCIONES MEDIAL Y LATERAL DEL NERVIO, EN FORMA PARALELA,
EMPLEANDO PARA ESTE FIN DOS SUTURAS DE NYLON
MONOFILAMENTO NEGRO 9-0, (SERRANYL®) CON AGUJA MINITRAUMA
3/8 DE CIRCULO AHUSADA.
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FIG 4. LA TUBULIZACION SE REALIZA USANDO UNA GRAPA TUBULAR
DE SILICONA (Silastic®), DE 6MM DE LONGITUD, CON UN DIAMETRO
INTERNO DE 1.5MM, QUE PREVIAMENTE FUE ESTERILIZADO CON
OXIDO DE ETILENO. PARA, POSTERIORMENTE, IMPLANTAR ESTE
DISPOSITIVO SOBRE LA ZONA DE ANASTOMOSIS. PARA LA FIJACION
PERMANENTE DE LA GRAPA DE SILICONA ES NECESARIO QUE LOS
CABOS LIBRES DE LA SUTURA EN RESORTE SE ANUDEN SOBRE LA
CARA EXTERNA DE LA GRAPA, PARA PREVENIR LA MIGRACION DEL
IMPLANTE DE LA ZONA DE ANASTOMOSIS.
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Fecha de anastomosis

Tiempo de duracidon de la
anastomosis

Fecha de toma de muestra

Hallazgos transoperatorios
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Resultado de estudio
histopatolégico
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