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Resumen 

Se entubó el nervio ciático de ratas, luego de un corte transverso, utilizando una cámara 
de silicona de 14 mm de largo que tenía dos ventanas de 8 mm de largo cubiertas con 
malla de 10 o 60 pm. Después de 6 meses, los animales se perfundieron con una 
mezcla de glutaraldehído y paraformaldehído, y se evaluó el aspecto microscópico de 
los nervios regenerados en dos niveles dentro de la cámara (3 mm y nivel medio) y 5 
mm distal a ésta. Se contó el número de fibras mielínicas presentes en cada nivel y 
tratamiento, y se realizó una comparación entre ellos. Se encontró una importante 
desorganización del endoneurio a nivel medio de la cámara. Distalmente, los conteos 
de fibras mielínicas fueron muy bajos. No se observaron diferencias significativas entre 
los grupos con mallas de 10 y 60 pm. En conclusión, la presencia de poros de 10 o 60 
pm no impide la entrada masiva de fibroblastos a la cámara, llevando a una marcada 
desorganización del nervio regenerado. 
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A study of peripheral nerve regeneration in permeable silicone chambers with 
10 and 60 micrometer pores 

Abstract 

Rat sciatic nerves were transected and intubated with a fourteen millimeter length- 
silicone chamber, with two 8 mm windows covered with either a 10 or 60 pm mesh. 
After six months, the animals were perfused with a glutaraldehyde and paraformalde- 
hyde mixture and the regenerated nerve histology was evaluated at two levels within the 
chamber (3 mm and midlevel) and 5 mm distal to the chamber. The myelinated nerve 
fibers were counted and compared for al1 levels and treatments. We found a disorga- 
nized endoneurium at midchamber level. Distally, a very low myelinated nerve fibers 
count was registered. No significant differences were observed between 10 and 60 vm 
meshes. 

We conclude that 10 or 60 pm meshes do not control the massive invasion of the 
chamber by fibroblasts, leading to a highly disorganized regenerated nerve. 

Key words: regeneration, peripheral nerve, intubation, fibroblast, permeability. 

' Universidadde Caldas, Manizales, Colombia. 
Laboratoriode Neurociencias, Instituto Nacional de Salud, Santa Fe de Bogotá, D.C., Colombia 

Recibido, junio 10 de 1999; aceptado, agosto 26 de 1999 



ALZATE L.H., SUTACHAN J.J., DUQUE E., HURTADO H. 

Introducción 

A pesar de los grandes avances realizados en 
las técnicas microquirúrgicas de reparación del 
nervio periférico, aún se presentan limitaciones, 
sobre todo en lo concerniente a la recuperación 
funcional que no llega a ser completa en un 
porcentaje considerable de casos (1-3). En la 
búsqueda de soluciones a éste y otros 
problemas, se ha abierto el espacio a nuevos 
modelos de reparación entre los que tenemos el 
uso de neurotrofinas, injertos de células gliales 
y cámaras de regeneración. Esta última técnica 
consiste en introducir el nervio seccionado dentro 
de un tubo, dejando entre las extremidades proxi- 
mal y distal un espacio que puede ser variable 
de acuerdo con el interés del investigador (4-9). 

Los materiales de estas cámaras pueden ser 
diversos y van desde la utilización de materiales 
biológicos como venas, vainas mesoteliales (1 O), 
vainas perineurales (1 l ) ,  tubos de colágeno (12- 
13) y materiales sintéticos como silicona (14), 
ácido poli-D-láctico (S), acrílicos (15), polisulfonas 
y gore-tex, entre otros (4). Estudios recientes 
realizados con materiales sintéticos sugieren que 
las características físicas, químicas y eléctricas, 
así como la inclusión de geles dentro de estos 
canales, pueden generar cambios en el 
microambiente que optimizan los procesos de 
regeneración (1,16). Al respecto se ha observado 
que las cámaras permeables y semipermeables 
conllevan a clue los procesos de reqeneración 

inyección subcutánea de atropina (0,07 mglkg), 
y, después de diez minutos, los animales se 
anestesiaron con una mezcla de ketamina (90 
mglkg) y xilazina (15 mglkg). A continuación se 
expuso el nervio ciático bajo estereoscopio a nivel 
medio del muslo y se cortó transversalmente con 
una microtijera quirúrgica. Luego de la sección, 
se colocó la cámara de regeneración de silicona 
de 14 mm de largo por 1,6 mm de diámetro 
interno y 4,8 mm de diámetro externo (Sigma 
Chemical Co.). Los muñones proximal y distal 
se introdujeron dos milímetros dentro de la 
cámara y se aseguraron a la misma con una 
sutura epineural utilizando un mononylon 9-0 
(ethilon), y dejando una distancia de 10 mm entre 
los dos muñones. Esta cámara presentaba dos 
ventanas de 8 mm opuestas entre sí y cubiertas 
por una malla de nylon (Spectrum 8) con poros 
de 10 (n=4) o 60 (n=4) micras (figura 1). 

L. IMPERMEABLE L. IMPERMEABLE 
Z PERMEAWLE 

- I ,.,,,,,, 1 ocurran más rápido; por ejemplo, el número de 
Figura ,. DiseAo de la cámara de regeneración: NPP: nervio 

fibras y el área de la estructura regenerada es peroneo proximal; NTP: nervio tibial proximal; NPD: nervio 
mucho mayor que en cámaras impermeables (1 6- peroneo distal; NTD: nervio tibial distal. 
18). Además. es oosible reoarar defectos ~ ~~ ~ 

máyores. Sin émbakgo, una de las principales 
desventajas de estos sistemas es que el tejido 
regenerado, en ocasiones, crece en forma 
desorganizada, lo cual puede llevar a que las 
fibras regeneradoras colonicen blancos 
equivocados, hecho que puede originar 
problemas funcionales. De acuerdo con lo ante- 
rior, el presente trabajo bu.sca analizar la 
influencia que puedan tener diferentes grados de 
permeabilidad de la cámara en el número de 
fibras y en la organización del nervio regenerado. 

Procesamiento histológico. Después de seis 
meses de regeneración, los animales fueron 
anestesiados y perfundidos intraórticamente con 
una solución de lavado que contiene cloruro de 
sodio, O,%%, glucosa, 0,1% y clorhidrato de 
procaína, 0,1%. A continuación se pasó el fijador 
modificado de Karnovsky, que contenía 2,5% de 
glutaraldehído y 2% de paraformaldehido en 
solución amortiguadora de fosfatos 0,2 M, pH 
7,4. Nuevamente se expuso la parte media del 

Materiales y métodos muslo y se extrajeron las siguientes muestras: la 
primera, a tres milímetros dentro de la cámara; Procedimiento quirúrgico de entubación la segunda, en la parte media de la cámara y la 

Se utilizaron 8 ratas adultas, cepa Wistar, con tercera, cinco milímetros fuera de la cámara 
un peso promedio de 225 a 300 g. Se aplicó una (nervios peroneo y tibial distales). A continuación 
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se hizo una fijación por inmersión de una hora, en el nivel del tejido circunferencial (figura 2). En 
se lavaron las piezas y se postfijaron con algunas zonas endoneurales, no se presentan 
tetraóxido de osmio, 2%, en solución fibrassino una matriz rica en fibroblastos y tejido 
amortiguadora de fosfato 0,2 M, pH 7,4, durante conectivo, 
una hora. Se realizó un nuevo lavado; se 
deshidrataron los tejidos en concentraciones 
crecientes de etanol y se embebieron en Polybed 
812 (Polysciences, Inc.). Se polimerizó a 60 "C 
durante 16 horas y se obtuvieron cortes semifinos 
transversales de 1 pm, que fueron coloreados 
con azul de toluidina al 0,5% preparada en 
solución acuosa de tetraborato de sodio al 1%. 

Nivel dentro de la cámara donde se encuentra 
ventana con malla porosa (nivel medio). A 
este nivel, el nervio regenerado se extiende hacia 
las ventanas y entra en contacto con el tejido 
conectivo que envuelve la cámara. El tejido 
conectivo circunferencial es más laxo que en la 
zona impermeable (figura 2). 

Finalmente, los cortes se secaron y montaron En este nivel es notoria una desorganización a 
con Polymount 8. nivel intrafascicular, donde el endoneurio se 

Análisis histológico y cuantitativo. En los dos 
grupos, se estudió la histología de la estructura 
regenerada en los tres niveles. Para los niveles 
segundo y tercero, se cuantificó el número de 
fibras mielínicas. Los datos obtenidos se 
analizaron utilizando un análisis de varianza de 
una vía que pretendía establecer si existía alguna 
influencia del tamaño del poro en el número de 
fibras regeneradas 

Resultados 

Análisis histológico 

Cámara. En los tratamientos evaluados, la 
estructura regenerada dentro de la cámara 
presentaba características morfológicas 
diferentes que estaban relacionadas con la 
presencia o no de la ventana recubierta con la 
malla porosa. 

Nivel dentro de la cámara donde no se 
encuentra malla porosa (3 mm). La estructura 
regenerada es un monofascículo de gran tamaño 
con un crecimiento coaxial, que está envuelto 
por un tejido formado por células aplanadas tipo 
fibroblasto que siguen un patrón circunferencial. 
Este conjunto celular posee una red de vasos 
muy desarrollada y, en algunos casos, es posible 
encontrar minifascículos con fibras mielínicas en 
este tejido. 

El endoneurio se caracteriza por la presencia de 
minifascículos envueltos por una capa delgada 
de tejido conectivo; dentro de éstos, se 
encuentran fibras mielínicas de diferentes 
diámetros, células de Schwann, fibroblastos y 
mastocitos; éstos últimos también se presentan 

organiza en minifascículos inmersos en un tejido 
conectivo muy laxo. Algunos de estos fascículos 
se presentan en forma circular y otros en forma 
longitudinal, rodeados por una capa de tejido 
conectivo y en los que las fibras mielínicas 
presentan varios diámetros, predominando las 
de pequeño calibre (figura 2). Las células 
encontradas son iguales a las del nivel donde no 
hay ventana. 

Nervios peroneo y tibial distales. Se destaca 
la presencia de las envolturas epineural y 
perineural bien definidas. El epineuro posee una 
red vascular normal con vasos de diferente 
diámetro, donde es posible encontrar 
minifascículos con fibras mielínicas pequeñas. 
El epineuro se encuentra bien organizado (figura 
2). La región endoneural se caracteriza por 
presentar fibras mielínicas de diferentes 
diámetros. En la mayoría de los casos, se 
observa más tejido conectivo endoneural que 
fibras regeneradoras. La red vascular endoneural 
está bien desarrollada (figura 2). 

Análisis cuantitativo 

En la figura 3, se presenta el promedio de fibras 
regeneradas en los tres niveles analizados. No 
se encontraron diferencias significativas entre la 
cantidad de fibras regeneradas en los dos 
tratamientos (p>0,05). Es importante recalcar 
que si confrontamos la cantidad de fibras 
regeneradas presentes en la cámara y en los 
nervios distales (peroneo y tibial) en ambos 
tratamientos, encontramos una mayor cantidad 
de las mismas en la cámara, siendo este 
fenómeno más marcado en las cámaras de 60 
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Figura 2. A-B: tres milimetros dentro de la cámara. C-D: parte media de la cámam. D-E: 5 mm fuera de la cámara. Tejido 
circunferencia1 (tce), epineurio (e), perineurio (p), vasos sanguineos (vs), minifasciculos transversales (-), minifasciculos 
longitudinales (V), axones mielinicos normales (S),  axones mielinicos degenerados (*), células de Schwann (+). A-E, D. E-F: 
barra=20 pm; C: barra=< 00 pm. 

21 o 
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Este fenómeno se observa al comparar la 
cantidad de fibras presentes en la parte media 
de la cámara y en los nervios tibial y peroneo 
distales. Es importante señalar que nuestros 
hallazgos son contrarios a varios informes sobre 
otros modelos de tubos impermeables, en los 
cuales es mayor el número de fibras a nivel dis- 
tal (18-25). Los datos existentes en la literatura 
muestran que la entrada de células a las cámaras 
permeables incrementa el número de fibras 

CAMARA PERONEAL 
mielínicas y estimula la regeneración (6,28,29). 

SITIO DE EVALUACION O wMABA PORO * O  M,cnnS i.Cómo ouede exolicarse. entonces. esta franca - 

Figura 3. Promedio del número de fibras mielinicas regene- Contradicción con' nuestros resultadós? El punto 
radas en la Darte media de la cámara v a 5 mm fuera de la importante es el grado de perturbación de la 
cámara (nerlios perone y tibial). 

pm (p<0,001), que en las cámaras de 10 pm 
(p<0,05). Al parecer, tampoco existe una 
tendencia de colonización a nivel dista1 (p>0,05). 

Discusión 

La reparación y la recuperación funcional 
después de una lesión de nervio periférico 
dependen de una multitud de factores tanto 
intrínsecos como extrínsecos a la neurona (19). 
Así, en los sistemas experimentales de 
reparación como las cámaras de regeneración, 
las características de permeabilidad del mate- 
rial utilizado influyen en la tasa de sucesos y en 
la morfología del nervio periférico en 
regeneración (6,16,20-23). La cámara evaluada 
por nosotros se comporta como un sistema de 
compartimentos en donde la presencia o no de 
la ventana recubierta por la malla afecta la 
estructura morfológica de esta zona y el número 
de fibras a nivel distal. Es posible que estadivisión 
en compartimentos se deba más a la entrada de 
tejido cicatricial que a la entrada de factores 
difusibles. Este hecho se ve reforzado por la 

matriz ocasionada por esta entrada de células. 
Si el aporte de células es masivo y en un sector 
muy grande de la cámara (como sucede en 
nuestro caso), la desorganización de la matriz 
es tal que se genera un tejido también 
desorganizada, con muchos fibroblastos y 
colágeno, y que, además, no se disponen en la 
forma longitudinal que se presenta en el nervio 
normal, hechos éstos que dificultan la 
reaeneración. <~ ~ ~~~ ~ ~~ 

En los otros informes, la entrada de células es 
más controlada ya que se realiza en un sector 
muchomenor de la cámara. Como resultado, el 
grado de desorganización también es menor y 
se presenta una estimulación de la regeneración. 
Estos hechos nos llevan a la conclusión de que 
la situación ideal es aquella en la cual hay un 
aporte de células, pero organizadas de tal forma 
que estimulen la regeneración.Tal es el caso de 
la implantación de células (obtenidas a partir de 
cultivos in vitro), en cantidades adecuadas e 
inmersas en matrices que permitan su 
supervivencia, su organización y su efecto 
positivo sobre las fibras en regeneración. 

estructura histológica del nervio regenerado en Esta es la vía que la ingeniería de tejidos está 
la 'Ona permeable, que es a lo postulandoen laactualidad,con la propuestade 
informado sobre sistemas completamente creación de prótesis bioartificiales, utilizando 
impermeables (24, 25). implantes de células de Schwann v diversos t i ~ o s  
La entrada masiva de tejido cicatricial a la parte de'matrices incluidas en una cámára de material 
media de la cámara (zona permeable), da origen sintético biodegradable (23, 30-32). De esta 
a un tejido muy desorganizado (26). Es posible forma, se podrán reparar defectos importantes, 
que la formación de éste impida o disminuya la conservando un adecuado nivel de organización 
regeneración de los axones en crecimiento (27). en las cámaras, evitando la formación de 



ALZATE L.H., SUTACHAN J.J., DUQUE E., HURTADO H Biomédica 1999;19(3):207-213 

neuromas y, por tanto, logrando una mejor 
especificidad de la regeneración. Se sabe que la 
adición a la cámara de ciertos tipos celulares y 
moléculas como factores neurotróficos y de 
matriz, entre otros, logran que los procesos de 
regeneración sean mas rápidos y que las 
distancias grandes entre los muñones seccio- 
nados se puedan reparar con éxito (33-36). 
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