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Resumen

Efecto del factor neurotréfico derivado del cerebro sobre la regeneracion del
nervio facial post-neurorrafia. Estudio experimental.

La lesién iatrogénica del nervio facial durante la cirugia otolégica provoca paralisis
facial (PF). Para la reparacién nerviosa se ha utilizado la neurorrafia (NF),
colocacion de injertos autdlogos o sintéticos combinado con la aplicacion de
farmacos que favorezcan la regeneracion, pero no han sido 100% exitosos. El factor
neurotroéfico derivado del cerebro (BDNF) durante la regeneracion nerviosa modula
la expresion de la proteina bésica de mielina (MBP) y la proteina &cida fibrilar glial
(GFAP), que promueven la generacion de una MEC que actia como andamio para
la regeneracion y mielinizacion axonal. Objetivo. Evaluar los cambios clinicos,
macroscopicos e histologicos y en la expresion de la MBP y GFAP post-NF del facial
combinada con la aplicacion de BDNF o colocacion de un injerto de nervio sural
(INS) en cobayos. Metodologia. Treinta cobayos con seccion y NF izquierda se
trataron de la siguiente manera: Grupo | (n=10): NF sin tratamiento. Grupo I
(n=10): Colocacién de INS sin tratamiento. Grupo Il (n=10): NF tratada con BDNF.
El estudio dur6é 12 semanas y se evaluod el cierre palpebral y movimientos de los
bigotes. Macroscépicamente la presencia de infeccidn, necrosis, adherencias y
fibrosis de la anastomosis. Histolégicamente la inflamacion, fibrosis y regeneracién
axonal. Inmunohistoquimicamente se determiné la expresion MBP y GFAP en la
cicatriz neural. Resultados. EI grupo Il mostré mejor evoluciéon clinica en menor
tiempo (p< 0.05, Chi cuadrada, Friedman), asi como macroscopica y microscopica
(p< 0.05 Kruskal Wallis). Los 3 grupos mostraron expresion similar de MBP y GFAP.
Conclusion. La NF del facial en cobayos combinada con la aplicacion de BDNF
disminuye el grado de PF en menor tiempo y los cambios macroscopicos y
microscopicos en comparacion con la anastomosis sin tratamiento y la colocacion
de un INS, pero no produce cambios en la produccion de MBP y GFPA.

Palabras clave: Pardlisis facial, neurorrafia, injertos, factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF), proteina basica de mielina (MBP), proteina &cida fibrilar glial
(GFAP)



Introduccion

El nervio facial (NF) es el séptimo nervio craneal y es considerado un nervio mixto,
debido a que esta formado por fibras nerviosas motoras, sensitivas y
parasimpéaticas, que proporcionan inervacion a muchas areas de la regién de la

cabezay el cuello (1).

Trayecto y funciones del nervio facial

EL NF es parte del sistema nervioso periférico y se relaciona con el encéfalo por
sus caracteristicas de inervacion aferentes de tipo sensitivo y sensorial; asi como
por sus fibras eferentes de tipo motoras y parasimpaticas. Las fibras nerviosas
eferentes transmiten las sefiales desde el SNC a los musculos y otros tejidos
periféricos. Las fibras nerviosas se clasifican segin su tamafio y su velocidad de
conduccion, la fibora motora (fibra Aa) es la mas grande y las mas rapida en
conduccion teniendo un diametro promedio de 12-20 um y una velocidad de 72-120
ms. (2). Cabe mencionar que el 58% de las fibras de este nervio son motoras, 24%

parasimpaticas y 18% de tipo sensorial (3).

El recorrido del NF se divide en tres segmentos: intracraneal, intratemporal y
extratemporal, la cual se extiende en la region laterofaringea desde el foramen
estilomastoideo hasta sus ramas terminales dentro de la parétida (4). EI NF se
origina del tronco encefalico a través de 3 nucleos diferentes: nicleo motor principal,
ndcleos parasimpaticos (nucleo salival superior y nacleo espinal) y el nucleo del
tracto solitario, siendo el nucleo motor el mas grande. Después de salir del tronco
encefélico, el nervio facial puede dividirse en 5 segmentos intracraneales (cisternal,
canalicular, laberintico, timpanico y mastoideo). El segmento cisternal consta de la
raiz motora y el nervio intermedio (nervio de Wrisberg), estas dos porciones se
fusionan y se juntan con el nervio vestibulococlear a nivel del angulo
cerebelopontino para posteriormente ingresar al conducto auditivo interno. El
segundo segmento es conocido como la porcion meatal o canalicular, va desde el

porus acusticus hasta el fondus del conducto auditivo interno y adquiere una



posicion anterior al nervio vestibular y superior al nervio coclear; ademas en este
segmento la cresta falciforme separa el nervio facial del nervio coclear y la barra de
Bill lo separa del nervio vestibular superior. El tercer segmento es el laberintico,
pasa entre la cOclea y canal semicircular superior, este es el segmento mas estrecho
del nervio facial; sin embargo, en su porcion distal se ensancha y forma el ganglio
geniculado, del cual surgen el nervio petroso superficial mayor, que transportan
fibras parasimpaticas a las glandulas lagrimales y de la mucosa nasal. El cuarto
segmento es el llamado timpanico u horizontal, se dirige hacia atras desde el ganglio
geniculado y pasa superior a la ventana oval e inferior al canal semicircular lateral
hasta la segunda rodilla antes de girar hacia abajo para convertirse en el segmento
mastoideo; esta es la porcion del facial mas frecuentemente dehiscente (20%). La
porcién mastoidea o vertical quinto segmento) se dirige hacia abajo hasta el foramen
estilomastoideo. Esta porcion emite la rama motora del masculo del estapedio y el
nervio de la cuerda del timpano, que se fusiona con fibras del nervio lingual y da
fibras especiales sensitivas a los 2/3 anteriores de la lengua. Finalmente, el nervio
emerge del agujero estilomastoideo y se convierte en el segmento extracraneal, de
agui el nervio da la rama auricular posterior y otra rama que discurre hacia adelante
a través de la glandula parétida y da origen a las ramas temporofacial y cervicofacial
que inervan fibras motoras de musculos de la expresién facial, estas ramas daran
origen a las 5 ramas terminales del nervio facial: temporal, cigomética, bucal,
mandibular y cervical (1,5,6). Cabe sefalar que la rama temporal se encuentra
dentro del sistema aponeurdtico muscular superficial (SMAS) al nivel del arco
cigomatico. La rama mandibular generalmente se encuentra profunda a la capa de
la platisma y SMAS a lo largo del cuerpo de la mandibula, de 1 a 2 cm de su borde

inferior (7).

Caracteristicas macroscopicas de los nervios periféricos

Los nervios son cordones o redes que unen al sistema nervioso central (SNC) con
los distintos tejidos u Organos periféricos del organismo. Anatomicamente los

nervios periféricos se caracterizan porque estan constituidos en parejas y se dividen



en nervios cerebroespinales (que estan formados por los 12 pares craneales) y los
nervios simpaticos (31 pares de nervios raquideos). Asi mismo son estructuras de
forma cilindrica, de superficie externa lisa y regular, que generalmente son satélites
y corren paralelos a los vasos sanguineos extrinsecos interconectados por multiples
anastomosis entre unos y otros. La longitud y diametro de estos nervios es variable
y varian con la distancia a la que se encuentre del centro nervioso érgano diana; asi
como con la cantidad de fibras nerviosas y de tejido conjuntivo de sostén que
contengan (2,8). La vascularizacion del NF y sus ramas se da por la arteria temporal

superficial y la facial (9).

Morfologia de los nervios periféricos

El NF en el tronco encefélico hasta su llegada al ganglio geniculado no tiene
disposicion fascicular, perineuro, ni epineuro y sus fibras se encuentran rodeadas
por una vaina aracnoidea. En la porcion distal del ganglio geniculado aparecen los
uno o dos haces fasciculares y, a medida que el nervio va avanzando hacia la parte

externa, los fasciculos aumentan en niumero y disminuyen en tamafio.

ElI NF al igual que la mayoria de los nervios periféricos, de adentro hacia afuera esta
compuesto por un conjunto de fasciculos que agrupan a la totalidad de los axones
presentes en ese nervio. Dichos fasciculos se encuentran unidos por una capa de
tejido conectivo que los rodean en toda su extension, la cual esta constituida por

tres estructuras: endoneuro, perineuro y epineuro (10).

Fasciculos
Los fasciculos estan constituidos por neuronas, compuestas por axones, células de

Schwann, endoneuro, perineuro y el epineuro.

La neurona es la célula del sistema nervioso (Figura 1), todas ellas contienen un
soma, que es su centro metabodlico. Del soma se desprende una prolongacion
llamada axén o cilindroeje, y varias ramas cortas llamadas dendritas, éstas ultimas
son ramificaciones a través de las cuales la neurona recibe los impulsos de otros

nervios, asi como recibe mensajes de otras neuronas, recogiendo los potenciales



de accidon de los axones. los axones son la prolongacion citoplasmatica de las
neuronas y contienen en su interior axoplasma que esté limitado por una membrana
denominada axolema y se encuentra rodeado por la célula de Schwann la cual se
encarga de la produccién de mielina para el axén. Este conjunto, axén y célula de
Schwann, esta envuelto por una membrana basal denominada neurolema y luego
las cubiertas de los nervios periféricos (endoneuro, perineuro y el epineuro)
(2,10,11). Cabe mencionar que el axdn es la proyeccion distal primaria del soma de
la neurona y transmite sefales a las células de los tejidos efectores y a otras
neuronas, el cual conduce los potenciales de accion que las estimulan. Por medio
del axén una neurona entra en contacto con las dendritas de una o mas neuronas
colindantes en un punto de union llamado sinapsis, donde los potenciales de accion
del axdn se transmiten a las dendritas de las otras neuronas, completando asi una
cadena de estimulos electrofisiolégicos. Los axones miden entre 0,2 y 20 um de
diametro y surgen de la neurona en una zona llamada cono axénico, que es el punto

donde se generan los potenciales de accion de las neuronas (2).

~r
~Cono axbnico

—— Axtn

——Nodo de Ranvier
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A —— Terminal presinaptica

—Neurona postsinaptica

Figura 1. Esquema de una neurona periférica, (Modificado de Dodds 2014 (2))



Mielina

La mielina es una sustancia que envuelve y protege a los axones de las células
nerviosas periféricas y cuya funcion principal es la de aumentar la velocidad de
transmision del impulso nervioso. Estd compuesta de elementos lipidicos vy
proteicos, actia como vaina aislante alrededor de los axones. Ademas, la mielina
posee, los nodos de Ranvier que son interrupciones o brechas entre los segmentos
de la vaina de mielina que permiten la propagacion de los potenciales de accion
(12).

Cubiertas de los nervios periféricos

El endoneuro, el perineuro y el epineuro son las cubiertas de los nervios periféricos.
Entre estas estructuras, se pueden encontrar fibroblastos, mastocitos, macréfagos,
fibras de coladgeno agrupadas en haces, fibras elasticas y fibras de reticulina. Estas
tres cubiertas de tejido conectivo estan presentes a lo largo de toda la extensién del

nervio y a medida que los nervios se van ramificando, este tejido se va adelgazando.

El endoneuro esta formado sobre todo por una matriz de colageno con fibroblastos,
mastocitos y capilares y forma una vaina bilaminar que rodea los axones, las células
de Schwann y la mielina de cada fibra nerviosa. Este posee una barrera
hematoneural similar a la hematoencefalica, dicha barrera impide la difusion de las
diferentes macromoléculas al interior del nervio, preservando la integridad de éste,

sin embargo, ésta puede dafiarse por infeccion, irradiacion o trastornos metabolicos
(2).

El perineuro es una capa delgada y densa de tejido conjuntivo que rodea los
fasciculos de un nervio, es muy resistente a la rotura y mantiene la presion
interfascicular, lo que supone una barrera para la difusion perineural. Esta barrera
limita la lesion de las fibras nerviosas al reducir la difusion del edema del epineuro
que tiene lugar tras lesiones por estiramiento y compresion; este obstaculo también
frena la difusion del liquido edematoso que se crea en el endoneuro tras la

compresién de un nervio.



El epineuro es una vaina de soporte que abraza numerosos grupos de fasciculos.
También contiene una red bien desarrollada de vasos sanguineos extrinsecos
interconectados por multiples anastomosis entre unos y otros, los cuales discurren
paralelamente a los fasciculos (Figura 2). El epineuro es el Gnico sitio en el cual no

hay ninguna barrera hematoneural (2).
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Figura 2. Cubierta de nervio periférico (Tomado de Dodds 2014 (2))

Irrigacion nerviosa

En cuanto a su irrigacién, los nervios periféricos tienen vasos sanguineos
intrinsecos y extrinsecos, con multiples anastomosis entre unos y otros a lo largo
del recorrido del nervio. El epineuro es el Unico sitio en el cual no hay ninguna
barrera hematoneural. En el endoneuro existe una barrera hematoneural similar a
la hematoencefalica, dicha barrera impide la difusibon de las diferentes
macromoléculas al interior del nervio, preservando la integridad de éste, sin

embargo, ésta puede dafarse por infeccion, irradiacion o trastornos metabdlicos(2).

Lesiones de los nervios periféricos

De acuerdo con lo descrito por Seddon y Sunderland, el grado de lesion de los
nervios periféricos se clasifica en cinco categorias: neuropraxia, axonotmesis y
neurotmesis (la cual se subclasifica en 3); estas se basan en el grado de severidad
de la lesion nerviosa y asi, anticipando el tiempo de recuperacién y prondstico del

paciente (2,13).



1. Neuropraxia: es un blogueo inmediato y circunscrito de la conduccion
nerviosa, que se mantiene por encima y por debajo de la zona de lesion.

Suelen ser reversibles y la continuidad del axén no esté interrumpida, pero

puede haber desmielinizacién e isquemia locales. mecanismos lesionales

gue la causan son: compresion, traccion y contusion.

2. Axonotmesis: supone la rotura del axén, sin destruccion de las células de

Schwann, del perineuro o del epineuro. La zona del axon distal al punto de
lesion degenera, dando cabida a la degeneracion walleriana. Puede haber
cierto grado de recuperacion funcional, pues la regeneracién de las fibras
nerviosas se fundamenta en la integridad del tejido conjuntivo (endoneuro
intacto). Los mecanismos lesionales que causan la axonotmesis son el
aplastamiento y el estiramiento forzado. Segun la revision de Sunderland,

esta clasificacion puede subdividirse en tres subcategorias:

A) Tipo 2: Interrupcién de los axones; endoneuro, perineuro y epineuro
intactos. Razonable recuperacién funcional.

B) Tipo 3: Interrupcion de los axones y del endoneuro; perineuro y
epineuro intactos. Recuperacion incompleta debido a fibrosis
intrafascicular

C) Tipo 4: Interrupcion de los axones, el endoneuro y el perineuro;
epineuro intacto. Recuperacion insignificante debido a los axones

desencaminados

Fisiopatologia de la lesion nerviosa y degeneracion Walleriana
Inmediatamente después de la lesion del nervio, hay una ruptura de la mielina con
una degeneracidon retrégrada proximal caracteristica del nervio facial llamada

degeneracion Walleriana (DW).

Posterior a un dafio nervioso producido por una lesién traumatica o secundaria a

lesiones tumorales, los nervios periféricos responden inicialmente a la lesién con



una respuesta inflamatoria, que ocasiona un incremento en la permeabilidad y
edema del epineuro, debido a que los vasos que contiene carecen de barrera
hematoneural. Sin embargo, en caso de que la lesion dafie al endoneuro, se altera
la barrera hematoneural, lo que lleva al aumento de la permeabilidad de los
capilares del mismo. Mientras que cuando el dafio es originado por isquemia y
compresion solo se produce aumento de la presion en el endoneuro y cambios en
la permeabilidad que ocasionan edema sin afectar al sistema vascular del perineuro.
En estos casos, la presion hidrostatica positiva en el interior del endoneuro reduce
el flujo sanguineo, disminuyendo el aporte de nutrientes y oxigeno a las neuronas y
la tasa de eliminacién de sus productos catabdlicos, disminuyendo asi la funcién del
nervio (2). Es importante mencionar que ambos procesos producen degeneracion

Walleriana (DW) que favorece la regeneracion nerviosa (14).

La DW es el proceso de degeneracion rapida y progresiva que sufre la porcién distal
de un axoén, cuando un nervio es seccionado, padece de alteraciones metabdlicas
o tdxicas, procesos inflamatorios o sindrome hereditarios. La DW es un proceso
rapido y asincrénico que avanza de manera progresiva y que puede transcurrir de
forma aterégrada y retrograda, dependiendo del tipo de lesion. Esta inicia entre las
36 y 44 horas posterior al dafio y entra en una fase de latencia, en la que primero
se presenta la pérdida de la conexion de la terminal axonal con su 6rgano blanco y
a partir de las 8 a 24 horas comienzan a formarse los llamados “beads” (distenciones
localizadas del axolema). Posteriormente esta etapa es seguida por una fase de
fragmentaciéon o desintegracion granular del citoesqueleto, en la que el
citoesqueleto del axdn se desorganiza por el desensamble de sus microtubulos,
neurofilamentos y otros de sus componentes, los cuales son degradados por
proteasas moduladas por calcio (calpainas) y otros mecanismos pertenecientes al
sistema ubiquitin-proteasoma (UPS). Posteriormente ocurre una desintegracion del
axon, originando restos de mielina que luego células de la glia (células de Schwann)

y macrofagos se encargan de remover (Figura 3) (12,15).
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2014 (2))

También durante esta degeneracion, se presentan cambios a nivel del soma

neuronal y se le denomina reaccion cromatolitica (dispersion de los granulos

basdfilos de Nissl con eosinofilia relativa del soma), en la que el cuerpo celular se

hincha, el nlcleo se desplaza a una posicién excéntrica y el reticulo endoplasmatico

rugoso se fragmenta. La cromatolisis se acompafa de alteraciones metabdlicas

como es el aumento de ARN y proteinas, asi como un cambio en la expresion

génica, dando lugar a la sintesis de las proteinas necesarias para la regeneracion

de los axones e inhibiendo la liberacién de neurotransmisores. Sin embargo, esta

cromatolisis puede ser revertida cuando se presenta una regeneracion exitosa del

axon (Figura 4) (12).
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Los cambios mencionados pueden producir un efecto transinaptico en las neuronas
vecinas a la lesionada, provocando un proceso degenerativo que se propagara alo
largo del circuito neuronal tanto en direccion anterograda como retrégrada, con
cambios que no solo tendran repercusiones a nivel de las células axonales sino

igual con células de la glia (12).

Regeneracion

En las lesiones traumaticas, la regeneracion se inicia con la elongacion de los
axones en la zona de la lesion, proliferacion de capilares y de las células de
Schwann, las cuales emigran desde ambos mufiones proximal y distal del axén roto,
hacia la zona de la perdida de la continuidad y forman columnas denominadas
bandas de Biungner (12) estas columnas crean un ambiente rico en factores troficos
gue aseguran el crecimiento axonal guiado. Posteriormente en el mufién proximal
se forma un cono de crecimiento, la cual es una estructura altamente dinamica que
recibe las sefiales del ambiente implicadas en el avance, retroceso, o cambio de
direccién del axén y que responde al estimulo de los factores neurotroficos (Figura
5) (16), en particular el factor neurotrofico ciliar (CNTF) y la laminina, los cuales
producira la elongacion axonal hacia sus érganos diana; por lo que, la regeneracion
exitosa dependerd de la estrecha y secuencial comunicacién entre los axones, las
células de Schwann, macrofagos, la vascularizaciéon y el estimulo producido por los
organos diana (17,18). Ademas, es importante mencionar que existe una ventana
de tiempo limitado en el que las células de Schwann expresan genes asociados a
factores de crecimiento que permiten la regeneracion neuronal. Aunado a esto en
la regién distal del nervio lesionado (en donde el axén degenera), las células de
Schwann se desdiferencian y dejan de mielinizarse, para posteriormente expresar
genes asociados con las caracteristicas de las células madre y con un cambio
llamado transicion epitelial mesenquimatosa (EMT), en el que las células se vuelven
menos adhesivas y mas migratorias. La EMT es aun mas pronunciada en las células

de Schwann en la region del puente donde se produjo el corte. Aqui, en respuesta
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a los niveles elevados de la proteina TGF-B, las células se vuelven cada vez mas
mesenquimatosas y moviles, y apoyan la reparacion de los nervios (19,20). Al
mismo tiempo, en el area del dafio axonal, empieza a haber un reclutamiento y
activacion de quinasas las cuales son transportadas hacia el soma celular en donde
modulan y activan factores de transcripcion regulados por genes (CREB, ATF-3, c-
Jun, factor hélix-loop-hélix, Olig 1 y Sonic hedgehog), los cuales se conocen como
“regeneracion asociada a genes” (RAG’s) (21,22) . También se debe hacer mencién
de que la restauracion de los nervios lesionados requiere de una respuesta celular
y molecular compleja que favorezca la reconstruccion y reconexion de los axones
con el fin de recuperar la funcién sensorial o motora. Dentro de esta respuesta
celular y molecular, intervienen muchos factores de crecimiento, los cuales mejoran

la velocidad y la precision de la restauracion del nervio lesionado (13).
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Figura 5. Cono de crecimiento axénico y las multiples sefales, tanto de atraccién
como de repulsion, que definen su trayectoria. (Tomada del consejo mexicano de
Neurociencias https://www.consejomexicanodeneurociencias.org)

Factores neurotréficos en laregeneraciéon de nervios periféricos

Los factores neurotréficos son un grupo heterogéneo de moléculas de sefalizacion
responsables de mantener el crecimiento y la supervivencia de los axones,
neuronas sensoriales y motoras después del dafio tisular. El grupo incluye a tres
familias: las neurotrofinas (NGF, BDNF, NT y NT-4/5), citocinas neuropoiéticas (IL-
6, IL-11 y factor inhibidor de leucemia (LIF), oncostatina (OSM)) y los ligandos del
factor neurotrofico derivado de la linea celular glial (GDNF, neurturina, artemina y
persefina) (21,22).
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Los ligandos del factor neurotrofico derivado de la linea celular glial (GDNF)
aumentan la supervivencia de las neuronas motoras y simpaticas, asimismo el
GDNF es un factor que protege a las neuronas motoras mediante el crecimiento
axonal y mielinizacion, ademas de promover la proliferacion de neuronas
sensoriales y motoras (23,24).

Las citocinas neuropoiéticas son proteinas secretoras que tienen funciones con
diferentes respuestas neuronales, como la supervivencia y la diferenciacion
neuronal (24).

Por otro lado, las neurotrofinas poseen la capacidad de guiar a los axones en cono
de crecimiento durante la regeneracion ya que inducen quimiotaxis de las neuronas
sensoriales y estabilizan el citoesqueleto para la reorganizacion de los componentes
estructurales (24).

El factor de crecimiento nervioso (NGF) es una neurotrofina que ayuda a la
reparacion y recuperacion funcional de los nervios lesionados al favorecer la
proliferacion y diferenciacion de las neuronas. Otra neurotrofina involucrada en el
proceso de regeneracion nervioso es el factor neurotrofico endégeno derivado del
cerebro (BDNF), el cual se expresa rapidamente en las neuronas sanas después
del dafio axonal con la finalidad de promover la supervivencia, el crecimiento y
diferenciacion celular, asi como la funcionalidad de la neurona. También, interviene
en la conservacion de la integridad neuronal y el mantenimiento de la plasticidad
sinaptica de una célula nerviosa (23,25). Ademas en diferentes estudios
experimentales se ha observado que el BDNF aumenta la cantidad de axones
mielinizantes, la densidad y los didmetros de las fibras mielinizadas (26). Sin
embargo, la base celular y molecular de como las neurotrofinas regulan la
mielinizacion sigue sin comprenderse. En el sistema nervioso central (SNC) el
BDNF induce la expresion de proteinas de mielina como la proteina béasica de
mielina (MBP) (27), la cual es una de las proteinas mas abundante en la mielina del
SNC y es responsable de la adhesion de las superficies citosélicas de la mielina

compacta (28).
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Lesiones del nervio facial

La lesidn de los nervios en la region de la cabeza y el cuello (dentro de los que se
encuentra el nervio craneal VII o nervio facial), puede ser secundaria a etiologias
congénitas, infecciosas, idiopaticas, iatrogénicas, traumaticas, neuroldgicas,
oncoldgicas o sistémicas (29).

La lesion iatrogénica del nervio facial es uno de los principales temores de los
otorrinolaringélogos durante las cirugias y a pesar de los avances tecnologicos, el
riesgo de paralisis iatrogénica del nervio facial sigue siendo alto (30). Esto se debe
a que el cirujano de oido trabaja en una de las regiones mas dificiles del cuerpo,
debido a que la estructuras a intervenir son diminutas, se encuentran dentro del
hueso, temporal (31) o presenta variaciones anatoémicas y porque su estrecha
relacion topografica que tiene con otras estructuras en las que se establecen las
diferentes patologias puede hacer que se confunda y dificulte su identificacion, asi
como La experiencia inadecuada del cirujano (29,30,32-34).

Se ha descrito que la incidencia de disfuncién del nervio facial puede ser
significativa, ya que afecta de 20 a 30 por cada 100.000 personas cada afio 2 y de
acuerdo a la rama del nervio que afecte (temporal, cigomatica, bucal, mandibular
marginal y cervical); puede ocasionar incompetencia oral o babeo, sequedad
corneal, obstruccién del campo visual secundaria a ptosis o paralisis facial (29.

La pardlisis facial (PF), es un trastorno neuromuscular ocasionado por la lesion de
las vias motora y sensorial del mismo que ocasiona una alteraciéon del movimiento
en los masculos del rostro, en la secrecion de salival, lacrimal y en el sentido del
gusto, generando una pérdida o disminucién de la motricidad o contractilidad de la
musculatura facial (35). Esta pardlisis facial ocasiona un problema estético, que
también afecta la vida social, econémica y psicoldgica del paciente (30).

La paralisis facial se produce por la exposicién simple del nervio, la manipulacién al
movilizarlo durante un procedimiento quirargico, alteraciones de la vascularizacion
e incluso por la seccion de este (32) y de acuerdo al grado de lesion que sufra el
nervio va a ser la severidad de la paralisis facial (13). Cabe mencionar que durante

las intervenciones quirdrgicas de cabeza y cuello la compresion y estiramiento de
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los nervios faciales ocasiona neuropraxia y axonotmesis, lo que resulta en una
disfuncion del nervio facial, que tiene un caracter reversible y si hubo una seccién
del nervio, entonces el dafio es permanente debido a que se produce neurotmesis
(36).

Estrategias quirurgicas para el manejo del nervio facial
El dafio del nervio facial conduce a déficits tanto funcionales como estéticos. Los
objetivos de la rehabilitacion facial son restaurar la simetria facial y el control
voluntario de la musculatura facial, permitiendo asi que el paciente exprese
emociones a través de dicha musculatura, al igual que proteger el ojo y proporcionar
continencia oral (37).

Las técnicas actuales de reparacion de los nervios periféricos se basan en
conceptos propuestos desde el afio 1821, cuando Sir Charles Bell intent6 reparar el
nervio facial por primera vez. Durante los ultimos 30 afios, los avances en Optica,
técnicas microquirdrgicas y la comprension de la anatomia y fisiologia
neuromuscular han llevado a una mejora significativa en las opciones de tratamiento
para lesiones extensas y lesiones del nervio facial de larga evolucion. Los estudios
caninos en 1970 describieron colgajos neuromusculares libres y en 1971 estas
transferencias de tejido se habian descrito en el entorno clinico. A medida que se
va obteniendo una mejor comprension de la anatomia fascicular del nervio facial y
el territorio muscular correspondiente, asi como la tonicidad de varios musculos
faciales y las propiedades Unicas de la distribucion de la placa terminal motora del
muasculo facial, continuamos refinando las técnicas quirdrgicas para producir

mejores resultados funcionales, simétricos y de apariencia natural (37).

Manejo quirargico de la lesion aguda del nervio facial

Neurorrafia primaria:

Cuando los extremos cortados, proximal y distal, del nervio facial estan disponibles
para la reparacion, las lesiones agudas del nervio facial deben repararse lo antes
posible. Después de 72 horas, las reservas de neurotransmisores necesarias para

la despolarizacién de la placa terminal motora se agotan de manera irreversible y
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los muasculos diana ya no responden a la estimulacion del nervio distal. Una
reparacion de extremo a extremo sin tension es la técnica "estandar de oro". Los
injertos de nervio estan indicados cuando los mufiones cortados proximal y distal
del nervio facial son claramente identificables pero el espacio intermedio es
demasiado grande para efectuar una reparacion sin tensién. Una vez que los
extremos del nervio facial han sido disecados y recortados al nivel de los fasciculos
sanos, el nervio puede repararse de un extremo a otro con un injerto de nervio libre
interpuesto. El nervio sural, auricular mayor y el nervio cutaneo antebraquial medial
(NCAM) o el nervio cutaneo antebraquial lateral (NCAL) son todos donantes

aceptables (37).

Injerto de nervio facial cruzado:

Cuando el extremo proximal del nervio facial no esta disponible para la reparacion
primaria, se puede emplear un injerto de nervio facial contralateral. Los axones del
nervio facial opuesto se desvian hacia el mufion del nervio facial distal lesionado a
través de un injerto de nervio libre. La seleccién de un nervio donante con una
funcién similar y sincronizada con la del nervio lesionado, como el nervio facial
contralateral, conduce a un resultado funcional natural y minimiza la sincinesia. Las
ramas del nervio facial contralateral se exponen a través de una incision preauricular
estandar y la estimulacién nerviosa identifica las ramas del nervio que pueden
sacrificarse sin incurrir en déficits funcionales en el lado donante. Por lo general, se
eligen una o dos ramas nerviosas que causan la elevacion de la comisura oral y el
labio superior mientras se protegen las ramas que preservaran la funcion del
parpado. A continuacion, las ramas cortadas del nervio donante se coaptan de un
extremo a otro con el injerto de nervio libre, que suele ser el nervio sural en funcién

de su calibre, longitud y disponibilidad.
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Transferencias nerviosas y transferencias nerviosas parciales:

Los defectos del nervio facial que no se pueden reparar con el nervio facial ipsilateral
o contralateral deben depender de la inervacién de una fuente alternativa. Las
técnicas anteriores sacrificaban un nervio adyacente, como el hipogloso, para
proporcionar axones regeneradores para el muiion del nervio facial distal. Sin
embargo, la morbilidad del donante es alta y viene aunada problemas de deglucién,
habla y hemiatrofia lingual. La morbilidad adicional surge de la activacién de los
musculos diana originales del nervio donante para estimular los musculos faciales
reinervados. Debido a la alta tasa de sincinesia que se desarrolla con el uso de esta
técnica, se ha descrito la transferencia parcial del nervio hipogloso utilizando hasta
el 25% del nervio con una reinervacion adecuada de los musculos faciales y sin una
pérdida apreciable de la funcion de la lengua o déficits en el habla (37).

Si bien las técnicas quirargicas de reinervacion del nervio facial han sido y siguen
hasta el dia de hoy siendo el procedimiento estadndar para las lesiones del nervio
facial, éstas no estan exentas de secuelas; la reparacion del nervio facial se
complica con frecuencia por sincinesia o discinesia. La primera se define como la
contraccion anormal y simultanea de un grupo de musculos con expresion facial
voluntaria o involuntaria, este fendmeno ocurre cuando los axones en regeneracion
inervan objetivos no deseados. Por otra parte, la discinesia se refiere a las
contracciones musculares faciales no deseadas que ocurren cuando los axones
inervan inapropiadamente el objetivo deseado. Es mas probable que estos
fendmenos ocurran con lesiones mas proximales del nervio facial, especialmente
lesiones intratemporales.

Igualmente es importante comentar que la cirugia reparadora nerviosa para nervios
seccionados, tiene la desventaja de que la regulacién de los factores neurotroficos
enddgenos es tardia posterior al dafio y podria ser insuficiente para una
consolidacion adecuada, por lo que la administracion exogena de dichos factores y
con una liberacion prolongada y en cantidades suficientes, podria traer un beneficio

en la regeneracion neuronal.
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Hoy en dia la terapia con administracion local exégena de factores neurotroficos se
encuentra limitada por la gran complejidad de esta, los pocos estudios que se han

hecho al respecto, asi como el costo efectividad de esta.

Justificacion

Las lesiones del nervio facial durante los procedimientos quirdrgicos varian del 2-
40% de acuerdo al tipo de abordaje, en las cirugias de oido con la realizacion de
mastoidectomias se presenta del 3.7-17% con la caracteristica de que éstas ultimas
por lo general van seguidas de cirugias de revision, por lo que la regeneracion de la
integridad del nervio facial es de vital importancia, no sélo por una cuestion estética
sino también para mantener una funcion fisiologica relacionadas con las fibras
motoras. Para la reparacion de este, se ha utilizado la reseccion y anastomosis
termino-terminal del nervio dafiado, asi como la colocacion de un injerto autélogo
nervioso, pero no siempre tiene los resultados esperados o la recuperacion total de
la funcién nerviosa, ademas de que provoca dafio adyacente por la toma del injerto.
En la literatura se ha descrito que la aplicacion de factores de crecimiento
neurotréficos favorecen la regeneracion de los nervios periféricos; por lo que, en
este estudio se propone seccionar y reanastomosar el nervio facial (neurorrafia) de
cobayos combinado con la aplicacion del BDNF para favorecer la restauracion
nerviosa lo mas cercana posible a una regeneracion fisiolégica y lograr una

recuperacion total o casi total de la funcién.

Pregunta de investigacion

¢La aplicacién del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) favorecerd la

regeneracion nerviosa de nervios faciales seccionados de modo iatrogénico?
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Hipotesis

El BDNF es un factor de crecimiento que modula la expresion la proteina basica de
mielina (MBP) y la proteina acida fibrilar glial (GFAP) las cuales promueven la
generacion de una matriz extracelular adhesiva que permite la regeneracion axonal,
por lo que su aplicacion topica sobre el nervio facial después de una neurorrafia y

la colocacion de un injerto de nervio sural en el facial, favorecera su regeneracion.

Objetivo general

Evaluar los cambios clinicos, macroscoépicos, microscopicos y en la expresion de la
proteina basica de mielina (MBP) y proteina &cida fibrilar glial (GFAP) post-
neurorrafia del facial combinada con la aplicacion de BDNF o colocacion de un

injerto de nervio sural en cobayos.
Objetivos especificos

- Evaluar los cambios clinicos producidos después de realizar neurorrafia del facial
combinada con la aplicacion de BDNF con respecto a la presencia de paralisis facial,

funcién del cierre de los ojos, reflejo de palpebral y movimientos de los bigotes.

- Valorar electromiograficamente los cambios en los potenciales de accion
musculares compuestos, velocidad de conduccion, amplitud de respuesta,
dispersién temporal y latencias del nerviosas, después de realizar neurorrafia y la
colocacién de un injerto de nervio sural en el facial en combinacion con la aplicacién

de BDNF en cobayos

- Evaluar macroscépicamente en los nervios operados y tratados con BDNF, la

presencia de adherencias al tejido circundante, inflamacién, fibrosis o dehiscencia.
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- Evaluar microscopicamente en el nervio sometido a neurorrafia y a la colocacion
del injerto de sural tratados con BDNF, la presencia de inflamacién, fibrosis y

regeneracion axonal.

- Cuantificar la expresion de la proteina basica de mielina (MBP) y la proteina 4cida
fibrilar glial (GFAP) para valorar regeneracion de las vainas de mielina, en la
anastomosis del nervio facial reanastomosado y del injerto de sural, tratados con
BDNF.

Material y Métodos

Se realiz6 un estudio experimental, prospectivo, longitudinal y comparativo, en la
Unidad de trasplante pulmonar experimental del Departamento de Cirugia
Experimental del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio
Villegas (INERICV).

Animales de experimentacién

En este estudio se utilizaron 30 cobayos de raza Dunkin Harley libres de patégenos
especificos producidos en el bioterio del INER-ICV, sin importar sexo, ni edad, con
peso entre 300-500 gr, sin alteraciones neuroldgicas, los cuales se manejaron de
acuerdo a las especificaciones técnicas para el cuidado y uso de animales de
laboratorio de la Norma Oficial Mexicana (38) y de la Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals de los Estados Unidos (39).

La muestra se calculd para una poblacion infinita con un intervalo de confianza del
95% (100 individuos por grupo), pero como eran muchos animales, el calculo se
llevd a cabo bajo los criterios de las tres Rs (Reemplazo, Refinamiento y
Reduccion), obteniéndose un nimero de 10 animales por grupo (40).

Los animales no requirieron de condicion o caracteristica particular de alojamiento,

mantenimiento, alimentacion o cuidados veterinarios.
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Criterios de inclusion y exclusién

Criterios de inclusion
Se incluyeron cobayos de raza Dunkin Harley libres de patdégenos especificos

producidos en el bioterio del INER-ICV, sin alteraciones neurolégicas.

Criterios de exclusion
Los animales con antecedentes de algun procedimiento o enfermedad neuroldgica

fueron excluidos del estudio.

Criterios de eliminacion
Todo animal que mostré signos clinicos de cualquier patologia que no haya sido
provocada por la seccion del nervio facial, fue eliminado del estudio. También se

eliminaron los cobayos que fallecieron durante el tiempo de estudio.

Criterios de terminacion

Aquellos animales que presentaron signos de dolor agudo o crénico, de acuerdo a
lo descrito por The Rat Grimace Scale (41) y que no disminuyé con la aplicacién de
medicamentos, fueron sometidos a eutanasia con sobredosis anestésica utilizando

pentobarbital sédico (Anestesal, Pfizer S.A. de C.V. Guadalajara,México).

Grupos de estudio

En veinte animales se realizé seccién y neurorrafia del facial izquierdo y a los 10
restantes se secciono y colocé un injerto de nervio sural en el nervio facial izquierdo
y fueron tratados de la siguiente manera:

Grupo | (n=10): Neurorrafia del facial sin tratamiento (NFSTX).

Grupo Il (n=10): Injerto del nervio sural en el nervio facial izquierdo sin tratamiento
(ISSTX).

Grupo Il (n=10): Neurorrafia del facial tratada con BDNF (NFTx-BDNF).
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Procedimientos de estudio

Anestesia

La anestesia en todos los grupos de estudio se llevd a cabo utilizando 0.05 mg de
sulfato de atropina via subcutanea y una mezcla de clorhidrato de xilacina (Rompun,
Bayer AG, Leverkusen, Germany) (5 mg/kg) y clorhidrato de ketamina (Ketavet, Fort
Dodge, lowa, USA) (40 mg/kg) IM. Acto seguido se rasuré y lavo con jabon
quirdrgico la region a intervenir y se realiz6 la antisepsia de la zona con
yodopovidona (Dermodine Solucion, Dermodex S.A. de C.V.), posterior a esto cada
animal fue colocado sobre la mesa de cirugia en posicion decubito lateral izquierdo

y se procedio a la realizacién de la cirugia.

Técnica quirdrgica

En todos los animales, se incidié el surco posteroauricular debajo de la base de la
oreja izquierda y se expusO el nervio facial. Posteriormente se disecO toda la
circunferencia del nervio facial y se colocaron dos suturas de nailon 9-0 (Ethilon,
Ethicon, Sao Paulo, Brasil) a través del mismo debajo del epineuro para evitar su
contraccion posterior a la seccion del mismo. Se identifico el tronco principal del
nervio facial el cual se seccioné entre las suturas, distal al foramen estilomastoideo.
Posteriormente, las partes proximal y distal del tronco principal se anastomosaron
utilizando nylon 8-0 (Ethilon, Ethicon, Sao Paulo, Brasil), y se coloc6é una esponja
de colagena (GELFOAM®, Pfzier, Michigan, USA) para envolver el nervio y sobre
esta se agreg6 el BDNF. Finalmente se realizé el cierre convencional de la herida
utilizando material de sutura absorbible de 4-0 (Vicryl, Ethicon, New jersey US).

En todos los animales del grupo Il se realizé una incision sobre la union
miotendinosa de los musculos gastrocnemios (tercio medio de la pierna derecha),
se diseco por planos hasta llegar al nervio sural medial el cual se diseco en toda su
circunferencia para seccionar 3mm del mismo, posteriormente el injerto se colocé
en solucién salina fisidlogica hasta el momento de su insercion con el nervio facial

del mismo animal.
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Concluido el procedimiento quirargico, todos los animales recibiron tramadol y
meloxicam SC a dosis de 1 mg/kg como analgésicos postquirargicos por 3 dias y
enrofloxacina (Baytril, Bayer, Leverkusen, Alemania) a dosis de 5 mg/kg IM cada 24

h por cinco dias como antibiético. (Figura 6)

Figura 6. Muestra la técnica quirargica. A) Incision sobre el surco posteroauricular,
B) diseccién del tronco principal del nervio facial, C) diseccién del nervio sural en
los animales del grupo Il, D) anastomosis del nervio facial, E) colocacion de la
esponja de colagena sobre el sitio de la anastomosis, F) aplicacién del BDNF sobre
la esponja de colagena.

Tratamiento

En el grupo Il el BDNF se administré6 como dosis Unica al concluir la anastomosis
del nervio, tanto sobre la cama de esponja y directamente sobre el nervio,
respectivamente. La dosis a utilizar fue de 6 ul de una solucién de 1ug/pl para que

embebiera por completo la neurorrafia.
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Evaluacion clinica

Todos los animales fueron evaluados clinicamente antes del procedimiento
quirargico, asi como durante la primera semana postquirdrgica y posteriormente
cada semana durante el tiempo restante del estudio. Durante 12 semanas se evalué
la presencia de paralisis facial, mediante observacion directa y toma de video, la
funcion del reflejo palpebral y los movimientos de los bigotes. Estos parametros
fueron evaluados mediante una escala subjetiva basada en el grado y calidad del
movimiento ocasionado por la lesién nerviosa, reflejo palpebral: 1 Ausencia
completa de cierre palpebral, 2 Ausencia de cierre palpebral con contraccion
orbicular, 3 Cierre del 50% del parpado, 4 Cierre del 75% del parpado y 5 Cierre
completo del parpado (42). Movimiento de bigotes: 1 Ausencia total de movimiento,
2 Tremor leve, 3 Tremor mayor, 4 Movimiento NL, 5 Movimiento NL con posicién

anterior.

Evaluacion macroscopica

Al finalizar el estudio los animales fueron sometidos a eutanasia con una sobredosis
de pentobarbital sédico (100mg/kg) (Anestesal, Pfizer, Estado de México, México),
se realizd un abordaje retroauricular del lado izquierdo y se disec6 hasta exponer el
nervio facial ipsilateral en el que se evalué datos de infeccién, necrosis,
adherencias, fibrosis o dehiscencia del mismo. Finalmente se tomé el segmento del
nervio que abarcaba la anastomosis cicatrizada, el cual se seccion6 en dos

porciones proximal y distal a la anastomosis para su evaluacion histoldgica.

Evaluacion histologica

Para la evaluacion microscopica, las muestras tomadas de la zona de anastomosis
del nervio facial, se fijararon en formaldehido al 10% y a las 24 horas se realizé la
inclusién en parafina, posteriormente se hicieron cortes seriados de 4um, tifieron
con hematoxilina-eosina, Tricromica de Masson, Azul de Toluidina para observar.
Se evalud el grado de inflamacion, fibrosis y regeneracion axonal en toda la

circunferencia de la muestra mediante una escala subjetiva de acuerdo a la
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intensidad de los cambios histopatologicos (grado 1: ausente 0-10%, grado 2: leve
11-25%, grado 3: moderado 26-50% y grado 4: severo 51-100%) (43).

Inmunohistoquimica

La determinacion de la expresion in situ de la proteina basica de mielina (MBP) y
proteina acida fibrilar glial (GFAP) en las muestras de nervio facial se llevé a cabo
por inmunohistoquimica. A las muestras incluidas en parafina se les realizaron
cortes de tres micras y se montaron en laminillas silanizadas. Para desparafinarlas
se colocaron en una estufa (Fisher Scientific) a 60 °C durante 30 minutos, se
deshidrataron mediante transferencia en xilol por 5 minutos y posteriormente un
minuto hasta Alcohol 96%, después se trataron con buffer de citratos pH 6, el
antigeno se recuper6 con calor en bafio humedo (Stable Temp®, Cole Parmer®) a
60°C por 30 minutos, se dejaron enfriar y se lavaron con Tris-Buffered Saline
withTween (TBST) tres veces por cinco minutos. La peroxidasa enddgena se
bloqueé utilizando peroxido de hidrégeno al 30% (J.T. Baker, Méx.) diluido (1:9 en
H20O desionizada) durante 15 minutos y se lavd nuevamente en tres tiempos de
cinco minutos con TBST. Posteriormente se agreg6 suero bloqueador (Vectastain
Universal Quick Kit., Burlingame, CA) durante 15 minutos a temperatura ambiente
para el bloqueo del pegado inespecifico y se lavdé nuevamente. Una vez que se
llevaron a cabo los pasos anteriores, las secciones de tejido fueron incubadas con
el anticuerpo primario para MBP (ab216590, Abcam, Cambridge, UK), y GFAP
(PA5-16291, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), diluidos en buffer (suero
bloqueador) durante 24 horas a 4°C. Pasado este tiempo se lavaron nuevamente
en tres ocasiones con TBST por cinco minutos cada uno y se procedio a la
incubacion con el segundo anticuerpo biotilinado universal (Vectastain Universal
Quick Kit, Burlingame,CA) 10 minutos, se lavaron al final en tres tiempos de cinco
minutos, posteriormente se utilizd el sistema Biotina-Estreptavidina-Peroxidasa
(Vectastain Universal Quick Kit., Burlingame, CA) y se incubaron durante 15 minutos
a temperatura ambiente y nuevamente se lavaron como ya se describid, se utilizo
3,3’Diaminobencidina (DAB) (BioCare Medical, USA) como revelador durante cinco

minutos, se tifieron con Hematoxilina y para virar el contraste se utilizé una solucién
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saturada de Carbonato de Litio (Fisher Chemical, USA). La cuantificacion de la
expresion de cada proteina se realizar6 empleando el software Image J
(http://rsbweb.nih.gov/ij/), desarrollado por el National Institute of Health (NIH) y el
plugin IHC Profiler (44). Se tomaron imagenes de microscopia en formato digital de
diez campos aleatorios por laminilla, a través de un microscopio, una camara
fotogréfica digital (Hitachi digital), una computadora y el software necesario para
capturar las imagenes. Todas las fotografias se tomaron a la vez utilizando el mismo

objetivo y la misma intensidad de luz.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 con el programa SPSS Version 21 para
Windows. La evaluacion de los valores no paramétricos se realiz6 con la prueba de
Friedman y Q de Cochran y Kruskall Wallis. Mientras que los datos paramétricos se
realizaron la prueba de ANDEVA. Los valores de p<0.05 fueron considerados como

significativos.

Resultados

Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirargico y al tiempo de estudio

establecido.

Hallazgos clinicos

Clinicamente en ningun caso se observaron complicaciones no asociadas al
procedimiento quirdrgico. En todos los grupos, inmediatamente después de que los
animales se recuperaron de la anestesia mostraron paralisis facial izquierda
caracterizada por ausencia total de cierre palpebral y ausencia total del movimiento
de bigotes. Sin embargo, todos los animales mostraron contractura orbicular, la cual

se observé durante todo el tiempo de estudio.
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En el grupo 111, 4 (p = 0.006 Chi-cuadrado) de los animales operados, a partir de la
cuarta semana postquirargica presentaron cierre palpebral, 5 animales en la quinta
semana (p = 0.005 Chi-cuadrado), y en la sexta semana del estudio todos los
cobayos lo presentaron (p = 0.004 Chi-cuadrado). En el grupo Il, en la 6 semana un
animal mostro cierre palpebral y a la séptima semana 4 animales (p = 0.05 Chi-
cuadrado) y a partir de la décima semana postcirugia todos lo mostraron, pero esto
ya no fue significativo en comparacion con los otros grupos de estudio. Mientras que
en el grupo |, en la quinta semana del estudio un animal mostro cierre palpebral (Xi
cuadrado = NS) y en la séptima 2 animales, 4 en la octava y 5 en la décima y asi se
mantuvieron hasta el final del estudio.

Cierre palpebral por semana en cobayos con paralisis facial postneurrorafia con y sin tratamiento

con BDNF
| | |
o I H [1 [1
Si No Si No ‘

Si No Si No
Gta semana 7ma semana

*
*

# Animales
(=) — [ %] [+ ] f-Y [#] (=] -

10ma semana 12ava semana

m Grupo | NFSTx Grupo 1 1SSTx  mGrupo Ill NFTx-BDNF

*p < 0.004, Chi-cuadrado
**p=0.05 Chi-cuadrado

Grafica 1. Muestra la presencia de cierre palpebral de la 6ta a la 12va semana
postcirugia en los tres grupos de estudio.

Por otro lado, los animales del grupo tratado con BDNF presentaron mayor
porcentaje de cierre palpebral desde la tercera semana postcirugia y el tiempo
restante del estudio. Este porcentaje de cierre fue significativamente mayor hasta la

semana 9 en comparacion con los otros 2 grupos de estudio (p< 0.01, ANDEVA,
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Tukey, Dunnett). Sin embargo, de la semana 10 al 12 solo fue diferente con el grupo
| en la semana (p< 0.05, ANDEVA, Dunnett) (Cuadro 1).

Porcentaje cierre palpebral
Grupode
estudio Semana
3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
Grupo |
NFSTx 0 0 8.3+8.33 8383 16.67 £ 10.54 | 33.33 £ 10.54 | 41.67 £ 8.33 |41.67£8.33 |45.83+10.03 |45.83%10.03
Grupo Il
ISSTx 0 0 0 8383 33.33+10.54 | 37.50 + 12.50 | 37.50 £ 12.50 | 66.67 £ 5.27 | 66.67 + 5.27 66.67 + 5.27
Grupo Il
NFTx- 8.33£8.33 *37.5+£125 |*5417%4.16 |*54.17£4.16 | “54.17 * *66.67 + 5.27 | °70.83 £4.16 | *70.83£4.16 | ©"70.83 +4.16 | **70.83% 4.16
BDNF 4.16
ANDEVA p=0.391 p=0.003 p=0.001 p =0.000 p=0.031 p=0.063 p=0.039 p =0.009 p=0.05 p=0.05
Dunnett p = 0.006 p=p=0.006 | p=0.001 p=0.025 p=0.075 p =0.048 p =0.022 p=0.05 p=0.05
Tukey p=0.006 p=0.002 p =0.001 p=0.025 p=0.075 p=0.048 p=0.03 p=0.05 p=0.05
Diferencia * Grupo lll * Grupo lll * Grupo lll ** Grupo Il °Grupo lll vs | * Grupo lll *Grupolll vs1 | * Grupo lll
estadistica vslyll vslyll vslyll vs| ] vs| vs|

Promedio + Error estandar

Cuadro 1. Muestra el porcentaje de cierre palpebral postcirugia en todos los grupos
de estudio.

En todos los grupos se observd cierre palpebral grado 2 a partir de la tercera
semana postcirugia, el cual continuo en la mayoria de los animales del grupo | y I
hasta la séptima semana. Este cierre palpebral en los animales del grupo |
evoluciono a grado 3 en la octava semana postcirugia y asi se mantuvo hasta el
final del estudio. Solo un animal de este grupo mostro cierre grado 4 en la semana
11y 12. Cuatro animales del grupo Il mostraron grado 4 de cierre palpebral en la
semana 10 y asi se mantuvo hasta el final del estudio, los 2 animales restantes
presentaron grado 3 en la misma semana. En el grupo lll, la mayoria de los cobayos
presentaron cierre palpebral grado 3 en la tercera semana post-tratamiento, el cual
evoluciono a grado 4 en 5 animales (83%) en la octava semana postquirirgica y asi
se mantuvo hasta concluir el estudio. Al comparar el tiempo y presencia de mayor
grado de cierre palpebral, el mostrado por el grupo Ill fue superior al de los otros

dos grupos de estudio (p< 0.05, Chi cuadrada, p = 0.005, Friedman) (Cuadro 2).
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Grado de cierre palpebral

Grupo
Estudio Semana
3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Grupo |
NFSTx 6 grado 1| 6grado 2 5 grado 2 5 grado 2 4 grado 2 2 grado 2 1 grado 2 1 grado 2 1 grado 2 1 grado 2
1 grado 3 1 grado 3 2 grado 3 4grado 3 | 5grado 3 | 5grado 3 4 grado 3 4 grado 3
1 grado 4 1 grado 4

Grupo I
ISSTx 6 grado 1| 6grado 2 6 grado 2 5 grado 2 5 grado 2 5grado 3 | 5grado 3 | 2grado 3 2 grado 3 2 grado 3
1 grado 3 1 grado 3 1 grado 4 1grado 4 | 4 grado 4 4 grado 4 4 grado 4

Grupo Il

NFTx-BDNF 5grado 2 | 2grado 2 1 grado 2 5 grado 3 5 grado 3 1grado 3 1grado 3 | 1grado 3 1 grado 3 1 grado 3
1 grado 3 | 3 grado 3 3 grado 3 1 grado 4 1 grado 4 5grado 4 | 5grado 4 | 5grado 4 5 grado 4 5 grado 4
1 grado 4 1 grado 4

Chi cuadrada
p=0.347 | p=0.036 p = 0.030 p=0.024 p=0308 | p=0020 | p=0020 | p=0.042 | p=0159 | p=0.159

Prueba de
Friedman p>005 | p=0.005 p = 0.005 p = 0.005 p >0.05 p=0005 | p=0.005 | p=0.005 p >0.05 p >0.05

Numero de animales por grupoy grado de cierre palpebral.
Grado 1: Sin Cierre, Grado 2: Sin cierre con contraccion orbicular, Grado 3: 50% cierre, Grado 4: 75% cierre, Grado 5: 100% cierre.

Cuadro 2. Muestra el numero de cobayos por grupo de estudio que presentaron
cierre palpebral, tiempo en el que se presenté el cierre palpebral y grado del mismo.

Al comparar el movimiento de los bigotes, durante las primeras 3 semanas
postcirugia, ningun animal lo presento. En la cuarta y hasta la séptima semana
postcirugia solo un cobayo del grupo Ill mostro movimiento (p > 0.05, Chi-cuadrado).
En la octava 1 animal del grupo Il 'y 4 animales del grupo Il presentaron movimiento,
pero solo el nimero de animales con movimiento del grupo Il fue significativa (p =
0.027, Chi-cuadrado). En la semana 10 y hasta el final del estudio 5 animales del
grupo Il (p =0.005, Chi-cuadrado) presentaron movimiento en comparacion con los
otros grupos de estudio. Al comparar el grado de movimiento mostrado por los
animales del grupo Il desde que mostraron movimiento, este fue de tremor leve (p
= 0.001 Friedman) (Grafica 2).
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Movimiento de los bigotes por semana en cobayos con paralisis
facial postneurrorafia con y sin tratamiento con BDNF

# Animales
O = N & =& 9 D =

Si No Si No Si No Si No

4ta semana Btava semana 10ma semana 12ava semana
mGrupo INFSTx wmGrupollISSTx = Grupo Il NFTx-BDNF

*p < 0.05, Chi-cuadrado
**p= 0.001 Friedman

Grafica 2. Muestra la presencia del movimiento de los bigotes postcirugia en todos
los grupos de estudio.

Hallazgos macroscopicos.

En ningln caso se observé presencia de dehiscencia, necrosis, infeccion.
Macroscopicamente todos los animales tratados con injerto de nervio sural (Grupo
II) desarrollaron fibrosis moderada a diferencia de los cobayos de los grupos |y 1l
(p =0.001 Chi-cuadrado, p = 0.002 Kruskal Wallis) (Cuadro 3).
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Grupo
Injerto del nervio
Neurorrafia del sural en el nervio Neurorrafia del

facial sin facial izquierdo facial tratada con
tratamiento sin tratamiento BDNF (NFTx-
(NFST) (ISSTx) BDNF).
Ausente 0 0 0
Leve 6 0 2
Moderado 0 6 0
Severo 0 0 0

Cuadro 3. Muestra el grado de fibrosis en cada grupo al final del estudio.

Con respecto al grado de adherencias macroscopicas se observo que todos los
animales del Grupo Il desarrollaron fibrosis moderada a diferencia de los cobayos

de los grupos | y Il (p =0.001 Chi-cuadrado, p = 0.002 Kruskal Wallis). (Cuadro 4)

Grupo
Injerto del
nervio sural
en el nervio
Neurorrafia facial Neurorrafia del
del facial sin izquierdo sin  facial tratada
tratamiento  tratamiento con BDNF
(NFST) (ISSTx) (NFTx-BDNF).
Ausente
Adherencias Leve 6 0 2
Moderado 0 0 0
Severo 0 6 0

Cuadro 4. Grado de adherencias en cada grupo al final del estudio.

Expresion de MBP y GFAP

Al determinar la expresion de MBP observamos que el grupo | 'y grupo Il mostraron
una expresion similar al tejido del nervio facial sano, en comparacién con el grupo
lIl en el que se observo un aumento en la expresion de esta proteina. Sin
embargo, estos cambios no presentaron diferencias significativas (p=0.541
ANDEVA, Tukey y Duennett) (Grafica 3) (Figura 7).
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Expresion de MBP sobre el tejido del nervio facial postneurorrafia
tratado con y sin BDNF

3000000 -

2500000 4

2000000 4

1500000 4

1000000 +

500000 +
0 T T T 1

Control Sano Grupo | NFSTx Grupo Il ISSTx Grupo Il NFTx-BDNF
Grupos de Estudio

Pixeles

X +EE
p= 0.541 ANDEVA, Tukey y Dunnett

Gréfica 3. Muestra la expresion de la Proteina Basica de Mielina (MBP) en el tejido
nervioso postneurorrafia tratado con diferentes tratamientos.

Figura 7. Se observa la expresion severa de MBP (color marrén intenso) sobre el
tejido del nervio facial sano (A), tejido nervioso postneurorrafia sin tratamiento (B)
y tejido nervioso postneurorrafia tratado con BDNF (D). Ademas, se observa un
expresion moderada sobre el tejido nervioso postneurorrafia tratado con injerto de
nervio sural. 20X
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Por otro lado, la expresion de GFAP se presentd de forma similar tanto en el tejido
sano como en el tejido del grupo I, en contraste con los grupos Il y Il en los que se
observo una mayor expresion de GFAP, pero este incremento no fue
estadisticamente significativo (p=0.476 ANDEVA, Tukey y Dunnett) (Gréfica 4,

Figura 8).
Expresion de GFAP sobre el tejido nervioso facial postneurorrafia
tratado con y sin BDNF
450000 ~
400000 - [
350000 - [ \
E 300000 - J
£ 250000 -
%
200000 -
150000
100000 -
50000 -
0 T 1
Control Sano Grupo | NFSTx Grupo I ISSTx Grupo Il NFTx-BDNF
Grupos de estudio
X +EE
p = 0.476 ANDEVA |, Tukey y Dunnett

Gréfica 4. Muestra la expresion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP) sobre el
tejido nervioso postneurorrafia tratado con diferentes tratamientos.
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Figura 8. Se observa la expresion leve de GFAP (color marrén leve) sobre el
tejido del nervio facial sano (A), tejido postneurorrafia sin tratamiento (B), tejido
postneurorrafia tratado con injerto de nervio sural (C) y tejido postneurorrafia
tratado con BDNF(D) 20X.
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Discusioén

La lesion iatrogénica del nervio facial es uno de los principales temores de los
otorrinolaringdlogos durante las cirugias debido a que puede producir paralisis facial
por la alteracion neuromuscular provocada por su lesién y ocasionar en el paciente
problema estéticos, psicologicos, sociales y econdmicos (30,35). Para su
tratamiento se han intentado diferentes estrategias quirdrgicas como la Neurorrafia
primaria, colocacion de injertos e incluso se ha probado con la ingenieria de tejidos,
pero no han tenido el éxito deseado (37,45). También se ha recurrido al uso de
factores de crecimiento para favorecer una adecuada cicatrizacion y regeneracion
del nervio facial ya que favorecen la regeneracion axonal, formacion de las bandas
de Blngner y la supervivencia neuronal (18). En este estudio se evaluaron los
cambios clinicos, macroscoépicos, microscopicos y en la expresion de la proteina
basica de mielina (MBP) y proteina &cida fibrilar glial (GFAP) post- neurorrafia del
facial combinada con la aplicacion de BDNF o colocacién de un injerto de nervio
sural en cobayos.

En este estudio todos los cobayos sometidos a cirugia: seccion y re-anastomosis
del segmento mastoideo del nervio facial, mostraron paralisis facial inmediatamente
posterior a ésta debido a que todos perdieron el reflejo de cierre palpebral y
movimiento de las vibrisas, lo cual coincide con lo que se ha descrito en animales
en el estudio de Borin et al (46). También concuerda con lo descrito en un
metaanalisis por Sameh M. Zamzam, en donde se incluyeron 736 casos de 15 846
(4,6 %), se vio que la causa mas frecuente de lesion iatrogénica al nervio facial son
las cirugias de paroétidas (364 casos, 49,5%). Las cirugias otoldgicas representaron
168 casos (22,8%) y dentro de éstas la mas comun a nivel de oido es la
mastoidectomia en 49 casos (6,7%). La parte lesionada mas comun es la parte
extratemporal (199 casos, 27%), y la rama mandibular marginal es la rama
lesionada mas comun en (160 casos, 21,7%). El inicio inmediato ocurrié en 282
casos (38,3 %) (30).

En el caso de nuestro estudio, con respecto a la evaluacion clinica del nervio facial
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con el cierre palpebral, se obtuvo una mejor y mas rapida recuperacién en los
animales tratados con BDNF porque este mejora la neurogénesis y la
neurotransmision a través de las sinapsis, promueve el crecimiento sinaptico y
modula la plasticidad sinaptica como lo observé Shi et al (47) al estudiar la
aplicacion de este factor de crecimiento en la anastomosis del nervio ciatico y
observo que hay una mejor regeneracion de la funcionalidad del mismo a las 8
semanas postcirugia. Con respecto al mayor grado de cierre palpebral, observado
en los cobayos que recibieron tratamiento con BDNF hasta la fecha no se ha
descrito ningan estudio en el que hayan evaluado el grado de este.

En nuestro estudio evaluamos el movimiento de los bigotes, porque este es un
comportamiento dindmico que presentan los roedores, el cual puede ser
cuantificable y se has utilizado en muchos laboratorios de investigacion que han
evaluado la lesion y restauracion de la funcion del nervio facial (48). Asi mismo en
este estudio el animal del grupo Il y todos los animales del grupo Il que presentaron
tremor leve en bigotes, posiblemente fue provocado porgue en ocasiones la fuente
del movimiento del bigote después de la denervacidn crénica proviene de los axones
colinérgicos autonémicos que viajan en la rama infraorbitaria del nervio trigémino,
como lo describié Heaton et al (48), al estudiar el movimiento de los bigotes después
de seccionar el nervio facial y reanastomosis del mismo. Por otro lado, este
movimiento de los bigotes (tremor) en los animales del grupo Il pudo ser originado
porque se sabe que las uniones neuromusculares que permiten el movimiento de
los bigotes son monoinervadas y que durante la restauracion de la reinervacién post
anastomosis, adquirieron una poliinervacion aberrante y por ende disminuyeron su
movimiento, como lo describié  Rink et al (49) cuando estudiaron el papel de
diferentes factores de crecimiento en la reinervacion éptima de los musculos faciaels
y la funcién vibrisal después de una lesién del nervio facial y la reparacién quirdrgica
en ratas. En otro estudio Cao et al (50), realizaron reanastomosis termino-terminal
del nervio facial usando andamios de colagena y lamina impregnados con factores
neurotréficos de crecimiento: factor neurotréfico ciliar (CNTF), asi como BDNF y
observaron que todos los animales mostraron una paralisis facial completa en el

lado lesionado; 3 semanas después de la lesion, habia aproximadamente un 25 %-
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40 % de animales en el grupo con CNTF + BDNF que mostr0 una ligera
recuperacion del movimiento de los bigotes (tremor leve). En la Semana 16, la
proporcion de animales que habia alcanzado un movimiento leve de bigotes habia
llegado al 70% y 50% en los dos grupos de factor neurotrofico; lo cual coincide con
nuestra investigacion en donde en la cuarta semana postcirugia se inicio el
movimiento en los animales tratados con BDNF.

Con respecto a la parte macroscopica de nuestro estudio se observé un mayor
grado de adherencias vy fibrosis en los animales que fueron tratados con el injerto
del nervio sural, pero el menor grado de estos hallazgos observado en el grupo lll,
concuerda con lo observado por Daradka et al (51) quienes mencionan que los
animales que son tratados con células madres promueven la expression de BDNF
y facilitan la regeneracion con menor fibrosis y adherencias, al estudiar la
regeneracion de nervios periféricos en perros.

Nuestros hallazgos histolégicos del grupo Il concuerdan con lo observado por
Garcia Medrano que estudio la regeneracion de las lesiones criticas del nervio
periférico con factores de crecimiento y observd que los nervios tratados con
factores de crecimiento, aparecen como un nervio normal, con una distribucién
fascicular adecuada, poca produccién de fibras de colagena de forma regular y
ordenada, que permite identificar sus tres envolturas bien definidas. También lo
observado en el grupo control de nuestro estudio coincide con lo observado en este
estudio, ya que los animales que no recibieron tratamiento, presentaron mas fibras
mielinizadas de mayor con un didmetro mas pequefio y morfologia mas irregular
porque todavia esta en regeneracion (10).

En todos los grupos de estudio hubo expresién similar de MBP en la anastomosis
de los nervios operados porque el BDNF ejerce influencias contrastantes en la
mielinizacion periférica: mejora la mielinizacion de las neuronas DRG dependientes
de NGF pero inhibe la mielinizacion de las neuronas dependientes de BDNF, como
lo han descrito varios autores que han trabajado con el tratamiento con este factor
de crecimiento en la regeneracion de nervios periféricos seccionados (52,53).

Por otro lado, la similar expresion de GFAP fue ocasionada porque esta tiene una

participacion relevante en la regeneracion nerviosa y la remielinizacion de las
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neuronas y se incrementa después de un dafio nervioso para proporcionar un
reordenamiento eficiente del citoesqueleto, el cual es necesario para la proliferacion
y diferenciacion (54). Hasta la fecha no existe ningun estudio en el que se evalue la
expresion de este después de la reanastomosis de un nervio facial tratado con
BDNF, por lo que lo observado en este estudio nos hace suponer que este factor de
crecimiento no altera la procudccion de esta proteina durante la regeneracion de

nervio facial tratado con BDNF.
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Conclusion

La realizacion de una neurorrafia del facial en cobayos combinada con la aplicacion
de una dosis de BDNF durante la cirugia, disminuye el grado de paralisis facial en
menor tiempo y los cambios macroscopicos y microscopicos en comparacion con la
anastomosis sin tratamiento y la colocacion de un INS; pero no produce cambios en
la produccién de MBP y GFPA.
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