UNIVERSIDAD DE VALPARAISO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
ESCUELA DE ODONTOLOGIA
VALPARAISO

" MODELO EXPERIMENTAL DE REINERVACION DE
MUSCULO MASETERO DE RATA POR NERVIO FACIAL ;
COMPROVACION HISTOLOGICA ™

Seminario para optar al Titulo de Cirujano Dentista.

Profesor Guia :

Dra. Gloria Ruiz Mufioz.
Prof. Titular Céatedra de Histologia
Facultad de Medicina.

Profesores Colaboradores :

Dr. Pedro Gorgollén C.
Prof. Adjunto Catedra de Histologia
Facultad de Medicina.

Dr. Gustavo Niklander K.
Prof. Auxiliar Catedra de Histologia
Facultad de Medicina.

Prof. Radl Ladrén de Guevara M.
Docente Departamento de Fisioclogia
Facultad de Medicina.

Srta. Sonia Diaz A.
Ayudante técnico Catedra de Histologia
Facultad de Medicina.

Profesor Informante :
Dr. Juan Manuel Villasenor. ¢
Prof. Titular Catedra de Cirugia oral y
Traumatologia Maxilo Facial.
Alumnos :
Paulo Martinez A.

Oscar Rodriguez L.
Rodrigo Rodriguez M.

Agosto de 1991.



AGRADECIMTENTOS

Al concluir el presente trabajo,
hay una certeza que se hace aun
mas fuerte en nuestro interior, y
es que mucho podra [a ciencia
observar, experimentar,
comprobar, para [uego concluir y
formular [eyes aceptadas e
integradas al intelecto humano .
Pero existe La Verdad Suprema,
que se manifiesta hasta en el mas
pequeno detalle de una muestra
histologica. | es que todo tiene su
explicacion en [a presencia
inmanente de Dios, que actua y
se manifiesta a todo nivel. A E[
agradecemos [a posibilidad de
conocerle a traves de [a ciencia |
y por medio de E[l tambien
agradecemos y reconocewmos l[a
disciplina formativa de aquellos
que , incansablemente, nos
ayucdaron y entregaron de si para
hacer posible que este trabajo
[legue a buen termino.

PAULO, OSCAR Y RODR1GO.



INDICE

CAPITULO |

INTRODUCCION, HIPOTESIS DE TRABAJO., MARCO TEORICO

PAGINA
= INTRODUICOEOM. .. . u050mmumomenaoss o ssnmsssimmsnssn s issns stk s oo ss s iesss 1
s PUPLITIESRS DI TR AR RN a5 5

- MARCO TEORICO
A) DESCRIPCCION ANATOMICA DEL MUSCULO MASETERO EN

FINIBINEIEL . onvassvsmsversssspenmosssssmmmscis s irns e sns Frs s ORI R 6
A1) DESCRIPCCION ANATOMICA DE LA REGION
MASE TERING o e i aess 8
B) DESCRIPCCION ANATOMICA DEL NERVIO FACIAL EN
I IO ssrato smmamemmmramanmsmansessssan et A R TR S A ey 9
C) DESCRIPCCION ANATOMICA DEL NERVIO TRIGEMINO EN
"HUMANIDIE . cccimiimmsmnssssnmaminommstiussstommes i ssssssiosipiagsm it 12
D) ANATOMIA COMPARADA ENTRE HUMANO Y RATA........ccoeveuee. 16
E) HISTOLOGIA BASICA DE FIBRA MUSCULAR ESTRIADA O
VIO LIDUTAEIHAG » conmmansrscnon smesvrasmon s i ansitoesminsas gaise ionss issiessussiessonsigesnsss 22
F) ESTRUCTURA FINA DEL SARCOPLASMA.......cooooireeerrerercrierenns 26

G) TEORIA DE LA CONTRACCION MUSCULAR POR
DESLIZAMIENTO MUSCULAR DE FILAMENTOS.........................30

H) HISTOLOGIA BASICA DE LA FIBRA NERVIOSA.........ccccovvererine. 37



1Y PLACA MOTORA (UNION MIONEURAL }..ccoccccossnissmacsamnsnmmspsnsaases 41

CAPITULO I

MATERIAL Y METODOS

PAGINA
A} OBJETIVO DEL TRABAJO i cosissenessssssmonssmmsssssnsmsomsssmessipssntsmmasiconsas 44
B) DISENO EXPERIMENTAL.......occoumummerrsssossusossmssssassssansssisasssasssssinisisiss 45
C) MATERIALES EMPLEADOS siusimismssimnsssmoninsesmsmisnisspmserssmmsiness 47
B FICHA CLINIGA. ... s rsmsersmssommpnssinisss spt s s iestiiin sesaib s issianed 50
B} PROTOCOLD CUNRUIBEICE. s usmsmnammscman 51
F} PROTOCOLO FISIOLOGICD, o 55
G) PROTOCOLO DE PEBPUSION. .c.c.ccummssinsinamssmssusssamssssaensimsss 56

Hy PROTOCOLO HISTOLOGIOO. s wmsmmsssmmemmssassmmnssanmsssssinis 58



CAPITULO 1li

RESULTADOS ONCLUSIONES Y DISCUSION.

Pagina
A) RESULTADOS HISTOLOGICOS .ivwissmmmsmssimusmmmsmsiaems 81
B) RESULTADOSE FISIOLOGICOS.....ommnssmmninsmmsssnspassnsasssiassonessesinss 87
C) CONCLUSION Y DISCUSION HISTOLOGICA .....ccoeivieiarsnesarerussees 89
= BNERDID cisiic s srmas s e s s SO Y 94

« BIBLIOGIRRIF . .y rammmmamstummsst e s mmsnammmesss 122



CAPITULO |
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INTRODUCCION

En el territorio maxilofacial de seres humanos, es
frecuente que por procedimientos quirtirgicos, accidentes traumaticos, o
patologias clinicas , se produzcan secuelas que lleven a una pérdida de la
sensibilidad y o motilidad de la zona.

En clinica, sin embargo, se ha observado una
casuistica no determinada de pacientes, que en condiciones similares, han
recuperado parcial, o totalmente las funciones alteradas.

Ya que la denervacion traumatica de ciertos territorios
es un hecho de ocurrencia en cirugia oral y maxilofacial, hemos propuesto
un disefio experimental sencillo para comprobar la reinervacion del
musculo masetero, luego de su denervacion quirdrgica. La técnica
quirdrgica consistié en el implante del nervio facial seccionado en el
musculo masetero, practicando un bolsillo en el musculo . Se introdujeron
variables en la técnica de implantaciéon, que modificaron la profundidad del
implante.

El modelo experimental propuesto presenta varias
ventajas, como por ejemplo la similitud anatoméfuncional de los nervios
involucrados : maseterino, rama del nervio maxilar inferior, a su vez rama
del trigémino ( V par craneano ), y facial (VII par craneano), denervado y
reinervante respectivamente. Ademas, el nervio facial se encuentra

cercano al musculo masetero ( lo cruza superficialmente ) o que permite



que la técnica se realice sin mayores factores traumaticos para el nervio a
implantar.

Los eventos de regeneracién y crecimiento nerviosos
en el caso de nuestro modelo experimental, asi como en todos los
fendmenos del desarrollo en el organismo humano, estéan avalados y
condicionados en gran manera por la presencia de un factor hormonal :
Factor de Crecimiento Nervioso ( F C N ). Este factor, omnipresente en todo
proceso regenerativo o de recuperacion, fue empleado para estudiar el
crecimiento del nervio facial seccionado en ratas. ( Chen 1989 ). El
crecimiento fue examinado una a cinco semanas después de la,cirugia.
Los animales tratados con F C N demostraron a las cinco semanas un
sobrecrecimiento en calibre y gran densidad de distribucién del
crecimiento axonal a las tres y cinco semanas. Hubo casos de
regeneracion temprana ( tres semanas ) en que el perfil de crecimiento
mostré mas fasciculos y menos axones que los controles pre operatorios.
En los estados avanzados ( cinco semanas ), el nimero de fasciculos fué
reducido y el numero de axones fue mayor. ( Chen Y-S. Wang Bennett L.T
and Coker, 1989 ).

Se ha comprobado también la velocidad de
crecimiento en la regeneracion del nervio facial seccionado en ratas,
encontrandose un rango de 2 a 5 mm. al dig, lo cual se midié a partir del
transporte axonal de una proteina radiomarcada. ( Tetzlaff W, and Bisby
,1989). Con este estudio logrd establecer, ademas, que a pesar de que la
lesion o amputacion del nervio facial induce una reduccion en la sintesis de

proteinas en los cuerpos celulares, este hecho no afecta los eventos de
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crecimiento y regeneracion. Lo anterior permite inferir que el rango de
crecimiento de los neurofilamentos en la regeneraciéon axonal no estaria
gobernado por la sintesis de proteinas en el cuerpo celular, sino por
interacciones con otros materiales del citoesqueleto. ( Tetzlaff W. and Bisby,
1989 ).

Ademéas de los eventos de regeneracién nerviosa,
seria importante considerar algunas circunstancias que estarian
condicionando la recuperacién del musculo masetero después de su
atrofia, producto de la denervacion previa a la reinervacion.

Otros antecedentes muestran el efecto de la
administracion de una dieta de grano fino sobre el musculo masetero de
rata. Mediciones morfol6gicas e histoquimicas mostraron una disminucidn
en el diametro de fibras extra e intrafusales, sobre todo en animales
jovenes ( 20 dias después del destete ). No hubo, en cambio, una
diferencia significativa en el diametro de fibras intermedias entre ratas
controles y tratadas. La actividad de la succino deshidrogenasa fue
disminuida en fibras extra e intrafusales en los animales tratados.
( Maeday Col., Acta Anat. 1987 ).

Se conoce que las neuronas del S.N.C tienen una
escasa capacidad de regeneracion de sus axones, posterior a una lesion.
En cambio las neuronas del S.N.Periférico tienen una mayor potencialidad
de crecimiento axonal (Maldonado et Al 1984 ). Estas diferencias guardan
relacion también con la distinta composicién histolégica de los

microambientes celulares y a diferencias en las respuestas frente a



lesiones de células no neuronales : Astrocitos, Microglia , Macréfagos del
tejido conjuntivo. ( M. Schwartz et Col 1989 ).

Existen, antecedentes suficientes para considerar una
multiplicidad de factores que podrian estar condicionando favorablemente
una recuperacién post denervacion.

En nuestro disefio experimental, los efectos de la
denervacién y reinervacion fueron evaluados mediante observacién
histolégica, de crecimiento del nervio implantado comprobandose
posteriormente la efectividad de la reinervacién mediante algunas pruebas

fisioldgicas.



HIPOTESIS DE TRABAJO.

Mediante la técnica quirurgica aplicada a nuestro
modelo experimental, lograremos la denervacion del musculo masetero de
rata de su nervio maseterino y su posterior reinervaciéon a partir del
implante del cabo préximal del nervio facial seccionado.

Posteriormente, este modelo experimental sera
evaluado mediante técnicas histologicas de observacion directa al
microscopio de luz. Las muestras obtenidas seran sometidas a diferentes
métodos de tincidn, algunos de ellos especificos para tejido nervioso.

Ademas se recurrira a una comprobaciéon de la

reinervacion a través de una prueba fisioldgica de registro de contraccion

muscular.



MAR TEORICO.

DESCRIPCION ANATOMICA DEL MUSCULO MASETERO EN
HUMANOS.

Musculo corto, grueso de forma cuadrilatera, situado
en la cara externa de la rama ascendente del maxilar inferior. Presenta dos
caras ( externa e interna ) ; cuatro bordes ( superior , inferior, anterior y
posterior ).

Esta constituido por dos fasciculos, claramente visibles
: fasciculo superficial y fasciculo profundo. El fasciculo superficial o antero
externo es el mas importante de los dos. Se inserta por arriba en los 2/3
anteriores del borde inferior del arco cigomatico. Esta insercion de origen
se hace por medio de una aponeurosis muy gruesa y resistente que se
extiende sobre la cara externa del musculo y se prolonga hasta su parte
media ,donde termina en forma de lengueta mas o menos afilada, pero
siempre muy irregular. Las fibras constitutivas del fasciculo superficial se
dirigen oblicuamente de arriba abajo de delante a atras para terminar en el
angulo del maxilar, asi como en la porcién inferior de la cara externa de la
rama ascendente. El fasciculo profundo se sitla por dentro del anterior del
que sobresale por detras. Las fibras se insertan en el borde inferior y en la
cara interna del arco cigomatico ( ambos fasciculos forman un angulo de
40 a 45°), finalmente van a insertarse en la cara externa de la rama del

maxilar.



Se encuentran separados por una masa de tejido
conjuntivo laxo mas o menos rico en grasa ( por arriba ) y mas abajo se
fusionan para tomar insercién comun con el maxilar.

El musculo es irrigado por arterias superficiales y
arterias profundas. Entre las superficiales estan la maseterina inferior, rama
de la arteria facial, que sube por la cara superficial del miusculo hasta el
arco cigomatico ; la transversal de la cara da multiples ramas que irrigan la
cara externa del musculo y en su curso da un ramo profundo.

Entre las arterias profundas se encuentran la arteria
maseterina , rama de la maxilar interna y que acompafa al nervio
maseterino. El ramo profundo de la transversal de la cara es importante ya
que penetra en el masetero cerca de su borde posterior, camina entre el
fasciculo superficial y el profundo, y se distribuye por el interior del
musculo.

La inervacién esta dada por el nervio maseterino,
ramo del nervio maxilar inferior, que pasa por la escotadura sigmoidea, y

se desliza entre los dos fasciculos entregando filetes nerviosos.



A1 DESCRIPCION ANATOMICA DE LA REGION MESETERINA

Tiene forma de cuadrilatero, alargada en sentido
vertical y se relaciona con la region temporal por arriba ; con la region
parotidea por atras ; con la regién geniana por adelante ; con la regién

suprahioidea por abajo.

PLANOS SUPERFICIALES DE REGION MASETERINA

-Piel :

-Tejido celular subcutaneo : Capa rica en grasas. En

esta capa se encuentran la arteria transversal de la cara, el nervio facial

(rama temporo facial y cérvico facial ).



B ) DESCRIPCION ANATOMICA DEL NERVIO FACIAL EN
HUMANOS.

Ramas :

- Intrapetrosas.

- Extrapetrosas.

Ramas terminales :

- Temporo facial.

- Cervico facial.

Rama temporo facial :

Esta rama nace en el interior de la parétida, de la cual
sale y se dirige hacia arriba y adelante en busca del cuello del céndilo del
maxilar inferior. Aqui recibe el nervio auriculo temporal (uno o varios ramos
anastomoticos ) y se divide en tres o cuatro ramas, los cuales se dividen a
su vez hasta resolverse en una multitud de filetes divergentes cada vez
mas delgados. Estos filetes de anastomosan con ramas terminales del

trigémino ( suborbitario ) :



a.- Filetes temporales :

Region temporal, musculo auricular anterior y los
pequefios musculos del pabelldn de la oreja, musculos del hélix, del trago
y del antitrago.

b.- Filetes frontales :

Musculo frontal.

c.- Filetes palpebrales :

Superciliar y el orbicular.

d.- Filetes nasales :

Cigomatico mayor, menor, canino, elevador propio del
labio superior, elevador comun del ala de la nariz y labio superior,
piramidal, triangular de la nariz, mirtiforme. y dilatador de las ventanas
nasales.

f.- Filetes bucales superiores :

Musculo buccinador y la mitad superior del orbicular

de los labios.
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Rama cervico facial :

Recibe anastomosis del plexo cervical superficial y al

llegar al angulo del maxilar se divide en tres o cuatro ramas :

a.- Filetes bucales inferiores ( motor ) :

Risorio de Santorini, musculo buccinador y la mitad

inferior del orbicular de los labios.

b.- Filetes mentonianos ( motor ):

Tridngular de los labios, cuadrado de la barba y borla

de la barba, anastomosandose para formar el plexo mentoniano con las

ramificaciones del nervio mentoniano ( rama del dentario inferior ).

c.- Filetes cervicales : ( motor)

Region suprahioidea, cutéaneo del cuello.

11



C ) DESCRIPCION ANATOMICA DEL NERVIO TRIGEMINO

V par de los nervios craneanos. Es un nervio mixto
que da la sensibilidad de la cara y también la actividad motora de los

musculos de la cara ( algunos ).

Origen real :

Nace en la cara inferior de la protuberancia anular, por
dos raices cuya disposicion es idéntica a los nervios raquideos : una raiz
relativamente muy voluminosa, extensa o posterior, sensitiva ; y una raiz

anterior, mas delgada, motora.

.- Raiz sensitiva o trigémino sensitivo :

El trigémino tiene bajo su dependencia la sensibilidad
cutanea de la cara, la mayor parte de las mucosas bucal y lingual y el globo
ocular. Se forma por tres raices, una inferior, una media ( termina en el
nucleo medio ), y una superior ( se fusiona con la raiz inferior cerca del

nucleo masticador ).

Ndcleos de terminacién de las fibras sensitivas del trigémino :

Las fibras sensitivas periféricas nacidas del ganglio de
Gasser, una vez que han recorrido el trayecto vienen a terminar, llegadas

12



ya a los centros, alrededor de elementos celulares que forman una larga
columna de sustancia gris en la que los autores han querido reconocer dos
nucleos : el nucleo gelatinoso ( bulbo espinal ) que , se extiende del cuello
del bulbo hasta el tercio inferior de la protuberancia ; y el nucleo medio

( ndcleo sensitivo péntico de Dejerine, continua al precedente ).

Il.- Raiz motora o trigémino motor :

La pequefa raiz del trigémino, exclusivamente motora,
se dirige a los musculos masticatorios ( el temporal , el mesetero , los
pterigoideos internos y externos, milohioideo, el vientre anterior del
digastrico o depresor de la mandibula. Se distiguen dos nucleos de origen :
el nucleo principal y el nucleo accesorrio. El nucleo principal es mas

conocido como el nucleo masticador.

Origen aparente

El trigémino nace en el lado externo de la cara ventral
de la protuberancia, en el momento en que ésta se confunde con los
pedunculos cerebelosos medios. La raiz pequefia o motora, situada
primero por dentro de la raiz sensitiva, pasa por debajo de ella, cruzandola

en direccién oblicua hacia delante y afuera.
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Ramas Terminales del Trigémino

Primera rama :

Nervio Oftalmico y ganglio oftalmico . Esta rama esta
destinada a la 6rbita y en ella se divide dando origen a tres ramas

terminales : el nasal , el frontal y el lagrimal.

Segunda rama

Nervio maxilar superior y ganglio esfenopalatino . Esta
rama se dirige a la fosa ptérigomaxilar y alli se divide y da sus ramas
colaterales y terminales. Este nervio tiene la funciéon de inervar
sensitivamente a las mucosas nasales, mucosas del seno maxilar, mucosa
de la cavidad oral ( lo que corresponde al maxilar superior ), velo del
paladar , dientes del maxilar superior, labio superior , ala de la nariz,
parpado inferior, y también da algunos ramos motores a los musculos del
velo del paladar, al periestafilino interno, al acigos de la campanilla, al

palatogloso y al faringoestafilino.

Tércera rama :

Nervio maxilar inferior y ganglio Otico . Esta
constituido por dos raices : una sensitiva y una motora. Este nervio da dos
ramas terminales, una rama interna que dara origen a los nervios

14



pterigoideo interno y auriculotemporal ; y una rama externa que dara origen
al nervio temporal profundo medio, al nervio temporomaseterino y el nervio
temporobucal.

El nervio maseterino se originara del nervio temporo
meseterino . Este nervio , el maseterino, suministrara algunos ramos a la
articulacion temporo mandibular, luego penetra en la escotadura
sigmoidea de la rama del maxilar inferior para ir a inervar tanto motora
como sensitivamente al musculo masetero, por el cual se distribuye.

Las ramas terminales del maxilar inferior son : el
dentario inferior ( que va hacia los dientes y mucosas del maxilar inferior ) ;

y el nervio lingual ( que va hacia la lengua ).
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D) ANATOMIA COMPARADA ENTRE HUMANO Y RATA.

Fig.1:1; A : Plano 6seo Humano
1 : Escotadura Sigmoidea.
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Fig 1 :1:B Plano ¢seo Rata,
1 : Escotadura sigmoidea.
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Fig1:2:A
Plano 6seo - muscular de humano, linea entrecortada
representa al nervio masetérino que cruza escotadura
sigmoidea para inervar el musculo masetero.
1 : Musculo masetero.
2 : Musculo temporal .
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b

Fig1:2:B
Plano éseo - muscular de Rata, linea entrecortada representa
al nervio masetérino que cruza escotadura sigmoidea para
inervar el musculo masetero.

1 : Musculo maseterc.

2 : Musculo temporal.
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Fig1:3:A:

1 : Porcion extrapetrosa del facial.
2 : Glandula parotida.
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Fig1:3:B:

1 : Nervio facial.

2 : Nervio facial acompanado de conductos excretores
salivales.

3 : Glandula lagrimal extraorbitaria.
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E) HISTOLOGIA BASICA DE FIBRA MUSCULAR ESTRIADA O
VOLUNTARIA.

El musculo estriado o voluntario forma los érganos
gue conocemos como musculos, cuya contraccion mueve el cuerpo.

Son voluntarios porque se contraen por accién del
S.N. a voluntad. Sus fibras presentan bandas transversales claras y

oscuras, llamadas estrias, que se observan con el microscopio optico.

El musculo esta constituido por fasciculos musculares,
a su vez el fasciculo esta constituido por fibras musculares, a su vez, la fibra
muscular estd formada por Miofibrillas ( fig 2 - 1 ). Todo musculo
esquelético se encuentra encerrado en una vaina de tejido conectivo : El
Epimisio. A partir de las capas mas profundas de esta vaina de tejido
conectivo, se originan tabiques denominados PERIMISIO que envuelven
cada fasciculo muscular o un grupo de éstos. Finalmente, desde el
perimisio se extienden hacia el interior pequenas fibrillas de tejido
conectivo, el ENDOMISIO, que rodean a cada fibra muscular.

La distribuciéon variable de las miofibrillas en el
sarcoplasma origina imagenes distintas en la seccién transversal . Cuando
la fibrillas se distribuyen con regularidad, en cuanto a los fasciculos,
encontramos un punteado fino y uniforme en el corte transversal,
ordenadas en imagenes regulares de distribuciéon de fibrillas que

corresponden a los campos de COHNHEIM .
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Las miofibrillas presentan zonas claras y oscuras,
alternadas de modo regular, creandose estriaciones. Las estriaciones son
causadas por la diversa densidad que muestran las miofibrillas a lo largo
de su recorrido. Estas estriaciones regulares denominadas banda A y
banda | ( fig 2 -1 ), deben su definicion a investigaciones realizadas con
microscopia de luz polarizada.

La banda A o Anisotropa, es claramente birrefrigente y
aparece brillante en el campo oscuro de un microscopio de polarizacién
porque la sustancia que se encuentra en esta banda se presenta con una
orientacion definida, produciéndose doble refraccién. Por tanto esto indica
una disposicion molecular regular y geométrica. La tincién oscura de las
bandas A en las fibras relajadas se deben a la presencia de filamentos
gruesds de Miosina.

La banda | o Isotrépica, es apenas o nada
birrefringente, lo que sugiere que las propiedades de la luz son iguales en
todas las direcciones y que posee una sustancia con una disposicion
molecular mas al azar. Las bandas | se tifien de color claro porque sélo
contienen filamentos delgados de actina.

Asi , en cada miofibrilla hay unidades sucesivas con
densidades o propiedades de coloraciéon que se repiten y se denominan
SARCOMERGQCS. El Sarcémero es la porcién de una miofibrilla limitada por
dos bandas Z sucesivas y constituye la unidad contractil de la miofibrilla.
Cada miofibrilla esta formada por miofilamentos de actina y miosina.( fig. 2 -
1E).

23



Los filamentos de actina y miosina difieren en sus
dimensiones y composicion quimica. Los filamentos mas gruesos , Miosina,
de 100 A de didmetro y 1,5 Micrén de longitud son paralelos y separados
aproximadamente 450 A. Estos filamentos ligeramente mas gruesos en el
centro se adelgazan hacia ambos extremos. Los filamentos de actina, mas
finos, miden 50 A de didmetro y se extienden aproximadamente 1 Micrén
en ambas direcciones a partir de la linea Z y de esta manera constituyen la
banda | . No se limitan a esta banda, sino que se extienden alguna
distancia hacia las bandas A adyacentes. La profundidad a que penetran
los extremos de filamentos de Actina en el interior de la banda A varia con
el grado de contraccién.

La banda H se define como la regién central de la
banda A, donde penetran los filamentos de Actina.

La linea M, finas conexiones transversas que se
alinean en el punto medio de la banda A , dan lugar a una mayor densidad
transversal.

La linea Z, es la interrelacion de los filamentos de
Actina. Los filamentos de Actina que se aproximan a la linea Z desde el

lado opuesto no estan alineados. ( fig. 2:1).
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ORGANIZACION DEL MUSCULO ESQUELETICO

MUSCULQO ESQUELETICO

ikl T TR

Fasciculo muscular
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Representacion esquematica de la organizacion del
musculo esquelético, desde el nivel macroscopico
hasta el nivel molecular ; F, G, H e | son cortes
transversales a los niveles sefalados ( dibujo de
Keene ).(Bloon - Fawcett).

Sylvia Colard
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F ) ESTRUCTURA FINA DEL SARCOPLASMA.

El sarcoplasma es el citoplasma de la célula muscular
y en ella podemos encontrar : el pequefio complejo de Golgi , que se
encuentra cerca de muchos de los nucleos y no aparece especialmente
activo ; las Mitocondrias abundan en los nicleos y por debajo del
sarcolema, ademas hay un numero considerable de ellas situado en
estrechas hendiduras entre las miofibrillas ; el reticulo Sarcoplasmatico,
que es un sistema continuo de sarcotubulos que se extiende por todo el
sarcoplasma y forma una tupida red canalicular alrededor de cada
miofibrilla. este organelo corresponde al reticulo endoplasmatico en otros
tipos de células, pero en el musculo esta en gran menera desprovisto de
ribosomas asociados y presenta un patron repetitivo. Esta altamente
especializado y diferenciado localmente presentando una relacién
constante con las bandas particulares de las miofibrillas estriadas. Los
tubulos del reticulo situados por encima de las bandas A tienen una
orientacién predominantemente horizontal, pero se anastomosan
libremente en la regién de la banda H a intervalos regulares por todo lo
largo de las miofibrillas. Los sarcotibulos longitudinales confluyen con
canales orientados transversalmente de mayor calibre Ilamados
CISTERNAS TERMINALES. En aposicion estrecha con las cisternas
terminales corre un tenue elemento intermedio, el tdbulo transverso,
llamado cominmente TUBULO T. Estas tres estructuras transversales

asociadas ( cisternas terminales y el tubulo T ) constituyen las llamadas
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TRIADAS DEL MUSCULO ESQUELETICO. La luz del tubulo T no se abre
en las cisternas adyacentes. Su membrana limitante se continua con el

sarcolema y su luz se comunica con el espacio extracelular en la superficie
celular. (Fig. 2-2).
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Fig2-2:

Representacion esquematica de la distribucién del
reticulo sarcoplasmatico alrededor de las miofibrillas del musculo
esqueletico. Los sarcotubulillos longitudinales confluyen con los elementos
transversos llamados cisternas terminales. Un delgado tubulillo transversal
( Tubulillo T ), que se extiende hacia dentro desde el sarcolema, se haya
flanqueado por dos cisternas terminales, formando las llamadas triadas del
reticulo. La localizacion de las triadas con respecto a las bandas
transversales de las miofibrillas varia segun la especie animal. En el
musculo de rana, aqui representado, las triadas se hayan a nivel o altura
de la banda Z. En el musculo de los mamiferos hay también dos triadas
por cada sarcomero, situadas a nivel de las uniones A-l. ( modificado de
L.Peachy, J.Cell. Biol, 25 : 209, 1965, de D.W. Fawcett y S. Mc Nutt. )
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_6) TEORIA DE LA CONTRACCION MUSCULAR POR
DESLIZAMIENTO DE FILAMENTOS.

Los sarcémeros son las unidades contractiles de los
musculos estriados. Al contraerse estos Ultimos, los sarcomeros se acortan
aproximadamente a la mitad de la longitud que tienen en reposo. El
mecanismo por el que se logra esto ultimo se describe a continuacién por
la teoria de la contraccién muscular por deslizamiento de filamento.

Cuando un muculo se contrae, los filamentos finos y
gruesos mantienen la misma longitud , pero se deslizan uno sobre otro de
manera que los filamentos de Actina se extienden mas hacia el interior de
la banda A, estrechando y obliterando la banda H e |, produciendo un
acortamiento de todas las miofibrillas . Por lo tanto la banda A permanece
censtante durante la contraccion mientras que las longitudes de las bandas
H e . disminuyen (fig. 2 - 3 ). En cambio, cuando el musculo se extiende,
los filamentos finos de Actina se corren hacia afuera de la banda A y

entonces la banda H se vuelve mas ancha. ( Fig. 2 - 3 ).
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FIG.2-3

Representacién esquematica de la interpretacion
actual del aspecto variable de las estriaciones transversales ( izquierdo )
en las diferentes faces de la contraccién, variacion que seria el resultado
del grado de interdigitacion de los filamentos deslizantes ( derecha ). La
banda A tiene una longitud constante, pero el ancho de la banda H es
determinado por el grado de penetracion de los filamentos delgados de |
dentro dentro de la banda A. En el estado de contraccién, los filamentos
delgados se deslizan mas profundamente dentro de la banda A, haciendo
que desaparezca la banda H. En el muisculo estriado los filamentos finos
se corren hacia afuera de la banda A, y entonces la banda H se vuelve mas
ancha. (Bloon - Fawcett ).

CONTRAIDQ

LONGITUD EN REPQOSO

|

ESTIRADO
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ACOPLAMIENTO DE LA EXITACION A LA CONTRACCION

La excitacion del sarcolema ( membrana celular de la
célula muscular ) es conducida hacia el interior por las membranas del
sistema T, produciendo de alguna manera la liberacién de los iones calcio
por el reticulo sarcoplasmatico hacia las miofibrillas, disparando su
contraccion . Por tanto la fibra muscular se activa a consecuencia de la
extencion hacia el interior de un cambio eléctrico de la membrana
superficial a lo largo de un sistema de T tubulos. Cuando se ha completado
la contraccion, el reticulo sarcoplasmatico recaptura los iones calcio de lo

que resulta la relajacion. ( Bloon - Fawcett )
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BASE MOLECULAR DE LA CONTRACCION MUSCULAR.

Unido a la doble Hélice de Actina hay un filamento de
TROPOMIOSINA que corre a lo largo del surco entre los dos cordones
entrelazados de Actina.( Fig. 2 - 4; C ). Esta molécula esta formada por dos
cadenas polipeptidicas en una configuracion Alfa. A intervalos regulares de
unos 40 nm a lo largo del filamento de Actina se inserta un complejo
mulecular llamado TROPONINA ( Fig. 2 - 4 ; C) que esta constituido por

tres sub unidades :

- TnT : Que se une a la Tropomiosina
- TnC : Que tiene un lugar de unién para el calcio
- Tnl : Que inhibe la interaccién de la Actina y la

Miosina.

La interaccion de la Miosina con la Actina es
impedida en el musculo en reposo por el bloqueo que ejerce el complejo
TROPONINA - TROPOMIOSINA sobre los lugares de unién del filamento de
Actina.

La liberacion de calcio en el sarcoplasma vecino
como respuesta a un impulso nervioso, es seguida por la unién de los
iones de calcio a la sub unidad TnC de la Troponina. Esto da por resultado
un cambio de configuracién del complejo troponina que mueve la
Tropomiosina a un lugar mas profundo del surco de la Hélice de Actina y
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saca al exterior los lugares de enlace de la Miosina en el filamento de
Actina. Por esta unién ( calcio ) se activa la ATPasa en la Miosina con
liberacién de energia a partir de ATP. El acodamiento activo o el cambio de
configuracién inducida en las cabezas de Miosina desplaza los filamentos
de Actina una pequefa distancia hacia el centro de las bandas A . Esto
permite que las cabezas de Miosina con ATPasa se alineen con otro
conjunto de sub unidades de Actina para desarrollar un nuevo ciclo de
creacion y ruptura de puentes intermoleculares. La contraccion continta
hasta que finalmente los iones de calcio son secuestrados en el reticulo
endoplasmatico, los complejos Troponina - Tropomiosina cubren de nuevo
los lugares de unidn de los filamentos de Actina y recuperan el estadio de

reposo ( Fig. 2-4; D - E ) ( Bloon - Fawcett).
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FIG 2-4 :

Esquema de la organizacion molecular de los
miofilamentos y de su interaccion. A, configuracion de una molecula
aislada de Miosina y de los fracmentos que se obtienen cuando la
molecula es escindida por proteolisis controlada. B, representacion
esquematica de la disposicion antiparalela de las moleculas de Miosina en
un filamento grueso. El filamento se ha acortado mucho aqui, por
conveniencia de dibujo. C, la configuracion del filamento de Actina en
doble Helice y de la Tropomiosina y Troponina que la acompanan. ( vuelto
a dibujar de Junqueira, L .C y J. Carneiro. Basic Histology. Los Altos, CA.
Lange Medical Publishere,1983.).D y E, interpretacién actual del
mecanismo de traslocacion del filamento de Actina. La fijacion del calcio
causa un cambio de configuracién del complejo Troponina-Tropomiosina,
que pone al descubierto el lugar de enlace de la Miosina con la Actina. Las
cabezas de la Miosina, gracias a la energia liberada por el ATP, cambian
su angulo, y mueven el filamento de Actina.( Modificado de Ganong, W,F.
En Review of Medical Phisiology, 11 ed, Los Altos, Lange Medical
Publishers,1983).
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H) HISTOLOGIA BASICA DE LA FIBRA NERVIOSA.

El nervio es un conjunto de fibras nerviosas unidas
por tejido conectivo fibroso ( epineuro y endoneuro ) que contiene vasos
sanguineos de pequefo calibre . (Fig. 2 - 5 ). La fibra nerviosa se
compone de un cilindroeje axén y ciertas envolturas de origen
ectodérmico. Todos los axones periféricos estan envueltos por una
vaina de células de Schwann, que envuelve al cilindroeje casi desde su
inicio hasta cerca de su terminacién periférica. Los axones periféricos
mayores estan también envueltos por una vaina de mielina. En el
interior de la vaina de Schwann los cilindroejes pequefios de los nervios
periféricos carecen de vaina de mielina. Por ello es necesario designar
a los cilindroejes como MIELINICOS o AMIELINICOS. (Fig.2-6).

Las fibras mielinicas aparecen en fresco como
tubos brillantes homogéneos. Esta propiedad refractil de la mielina es la
responsable, como se ha dicho anteriormente, del color blanco de las
masas de fibras del cerebro, médula espinal y de numerosos nervios
periféricos. Con la tincidn vital de azul de metileno y con el método de la
plata, el cilindroeje se tifie de azul, marrén o negro, y la mielina
permanece claramente con el microscopio éptico.

La mielina es realmente parte de la célula de
Schwann, la cual esta formada por capas enrrolladas en espiral en su
membrana superficial. La vaina de Schwann y la de mielina estan

interrumpidas a intervalos regulares por los NODULOS DE RANVIER.
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Aqui , el cilindroeje esta parcialmente descubierto y
rodeado sé6lo de una compleja disposicién de prolongaciones de las
células de Schwann. Cada segmento internodal de la vaina entre 2
nédulos de Ranvier consecutivos, estd compuesto por una célula de
Schwann con sus laminillas de mielina. Si un cilindroeje da ramas
colaterales, lo hace en un nddulo de Ranvier.

Las células de Schwann son indispensables para
la vida y funcién de los cilindroejes de las fibras periféricas, En la
regeneracion el cilindroeje crece a partir del mufion central y contintia
con el cuerpo celular de la neurona siguiendo el camino formado por las
células de Schwann. La vaina de mielina estd formada por capas
alternativas de lipidos y proteinas y son capas sucesivas de la
membrana de la célula de Schwann enrollada en espiral alrededor del

cilindroeje. ( Bloon - Fawcett ).
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Dibujo de una seccion transversal histoldgica de un
nervio cubital humano, en pequefia ampliacién que
ilustra el tejido adiposo perineural, epineuro,
perineuro y endoneuro. ( De Bargmann, histologie
und microskopische Anatomie des Menschen,

Stuttgart, Georg Thieme, 1958.)
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1) PLACA MOTORA ( UNION MIONEURAL )

Cada fibra muscular estriada voluntaria racibe la
inervacion de una rama terminal de un axén motor y , por lo tanto, forma
parte de una unidad motora. Un término genérico para el sitio en que
termina el axén en una fibra muscular, es el de unién neuromuscular o
mioneural. Cuando una fibra nerviosa que inerva a una fibra muscular
esquelética se acerca a su terminacion, pierde se vaina de mielina y se
divide en varios botones terminales. ( Fig 2 - 7). Los botones terminales
poseen muchas vesiculas pequefias que contienen acetilcolina, el
transmisor en estas uniones.

Las membranas yuxtapuestas del cilindroeje y de la
fibora muscular no se tocan, sino que estan separadas en toda su
extensién por una capa glicoproteica que se continta con la capa
limitante que reviste la célula de Schwann y el sarcolema. Esta capa se
extiende hacia el interior de la hendidura y los estrechos canales
formados por la invaginacién del sarcolema de la placa terminal! En la
union del nervio y la fibra muscular hay una acumulacién de
sarcoplasma rico en MITOCONDRIAS y NUCLEOS MUSCULARES.
(Fig 2 - 7). Los botones terminales poseen muchas vesiculas paquefas

gue contienen acetilcolina, el transmisor en éstas uniones.
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Diagrama de una unién mioneural ( placa motora
terminal que ilustra una tipica sinapsis quimica en
el sistema nervioso periférico. Las sinapsis en el
sistemal nervioso central tienen algunas
caracteristicas en comun con estas, pero se
efectdan entre neuronas y no poseen lamina basal
ni plieges postunion. ( Cortesia de D. Kent Morest.)
(Bloon - Fawcett ).
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CAPITULO I

MATERIAL Y METODO
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A ) OBJETIVOS DEL TRABAJO

Objetivos generales :

- Lograr denervacion del musculo mesetero de
rata de su nervio meseterino y su posterior reinervacion atraves
del nervio facial.

- Comprobar mediante técnicas histolégicas vy
fisioléogicas la reinervacién y por técnicas histoldgicas la

denervacion del musculo masetero de rata.
Objetivos especificos

- Perfeccionar un modelo quirdrgico mediante
variaciones introducidas en la técnica de reinervacion.

- Obtener cortes histolégicos de musculo
normal ( rata control ), musculo reinervado ( 40 dias de
reinervacion ) y musculo denervado.

- Lograr tiempos de tincién histoldgica

adecuados.
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B ) DISENO EXPERIMENTAL

Para este trabajo se emplearon ratas normales
de diferente sexo, con un peso que oscilaba entre los 230 grs. y
los 570 grs, las cuales se dividieron en tres grupos : ratas
normales o controles, ratas denervadas y ratas denervadas /
reinervadas.

Los dos ultimos grupos fueron sometidos a
anestesia general. La denervacién de las ratas se efectud
mediante el corte y desgarro del nervio maseterino a nivel de la
escotadura sigmoidea ( protocolo quirdrgico, puntos 1 al 14,
exepto 9, 10y 11 ).

La reinervacién se realizd através del implante
del cabo proximal del nervio facial seccionado en un lecho
practicado en el musculo masetero ( protocolo quirdrgico, puntos
1 al 14, etapa intraoperatoria ). Se efectuaron variaciones en
cuanto a la profundidad del lecho para el implante y en cuanto a la
fijacién del nervio en el lecho. Esta se realizé en algunos casos
con un punto de sutura con Catgut y en otros por simple presién
muscular de los labios del " bolsillo " practicado en el miusculo.

Considerando la fibrosis consecutiva al

implante, el rechazo del nervio desde el lecho de implante y
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edema postoperatorio, se obtuvieron mejores resultados cuando
el nervio era implantado en forma profunda y sin punto de sutura
( protocolo quirurgico , puntos 1 al 14, etapa intraoperatoria ).

Se esper6 40 dias aproximadamente a partir
del momento de la denervaciéon y de la denervacion /
reinervacion.

Pasados los 40 dias, las ratas fueron sometidas
a una prueba fisioldgica, que consistié en estimular
eléctricamente el nervio facial para asi obtener respuesta del
musculo.

Posteriormente las ratas fueron sacrificadas,
obteniéndose cortes de musculo normal, denervado y denervado /
reinervado.

Estos se sometieron a diferentes técnicas de
tincion histolégica para su posterior observacion al microscopio

de luz e interpretacion de resultados.
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C ) Materiales empleados :

- Ratas de laboratorio con un peso variable
entre 230 a 570 gramos.

- Anestesia general ( Hidrato de Cloral al
10 %.)

- Suero Fisioldgico.

- Formaldehido al 4% ( Fijador ).

- Bown ( Fijador ).

- Alcohol 100 grados.

- Xilol.

- Parafina sélida.

- Glicerina.

- Parmount ( Balsamo ).

- Hematoxilina de Harris.

- Floxina 1%.

- Acido Fosfotungstico 5%.

- Azul Toluidina 1%

- Sudan Black B.

- Piridina 50 %.

- Nitrato de Plata 2 %.

- Plata amoniacal.
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Cloruro de Oro al 5/1000.

Hiposulfito de Sodio.

Bicloruro de Mercurio.

1

Nitrato de Plata 20 %.

Cloruro de Oro 0,2 %.

Acido Oxalico.

- _Instrumentos usados

- Micrétomo ( Leitz ).

- Microscopio de luz ( Leitz Wetzlar. )
- Estufa.

- Refrigerador.

- Quimdégrafo.

- Estimulador Eléctrico Nervioso.

- Osciloscopio.

- Lupas.

-Transductor de tensidn.
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- Material de Vidrio

Placas de Petri.

Pipetas.

Probetas.

Matraz.

Mamaderas para las Ratas.

Porta objetos.

Cubre objetos.

Embudos.
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D/ FICHA CLINICA EXPERIMENTAL

Fecha :

Identificacion

a.- Sexo :

b.- Peso preoperatorio :

c.- Dosis anestesia calculada seglin peso :

Detalle de la técnica quirlrgica seglin protocolo, indicando las

variaciones individuales.

Controles post operatorio. ( Se controla la hidratacion ;

alimentaciéon ; herida quirdrgica ).
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Ef PROTOCOLO QUIRURGICO

l.- Preoperatorio

1.- Elecciéon de la rata a operar ( deben ser
ratas normales ).

2.- Pesaje de la rata. ( sedacidn ).

3.- Adormecimiento de la rata
momentaneamente con éter.

4.- Anestesia general con hidrato de cloral al
10 % ( 333,3 mg / kg. de peso ).

La anestesia se coloca en el lado izquierdo,
intraperitoneal.( ver anexo foto 1 ).
5.- Afeitada de la zona geniana a intervenir.Se

aplica povidona yodada. ( ver anexo fig 3:1 ).

Il.- Intraoperatoria

1.- Incisién anteroposterior de concavidad
superior de 2,5 centimetros en zona meseterina, siguiendo

aproximadamente la anatomia del maxilar inferior ( borde
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posterior de la rama y borde basilar del cuerpo de la mandibula ).
La incision debe ser cutanea ( piel mas tejido celular sub
cutaneo ). ( ver anexo fig 3:2 ).

2.- Debridaje ( separaciéon entre aponeurosis
meseterina y colgajo cutaneo).

3.- Ubicacién de estructuras anatémicas
importantes ( conducto de Stenon, mas cerca del borde inferior
del musculo ; nervio facial, mas cerca de la apdfisis cigomatica ;
glandula lagrimal extraorbitaria, que se encuentra tapando las
estructuras anteriores). El conducto y el nervio se encuentran
debajo de la aponeurosis meseterina, en contacto con el musculo.
( ver anexo fig 3:3 ).

4.- Corte de la Aponeurosis Meseterina.

5.- Corte a nivel de la apéfisis cigomatica de
la insercion superior del masetero. ( se desinserta el musculo ).
( ver anexo fig 3:4 ).

6.- Separacion del haz superficial del masetero
para tener abordaje de la zona profunda y para poder llegar a la
escotadura sigmoidea. ( ver anexo fig 3:4 ).

7.- Debridaje de la zona profunda del musculo
masetero para producir la denervacién ( corte del nervio
maseterino, que da la inervacién al musculo .) ( ver anexo fig
3:4 ).
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8.- Colocacion en posicion del haz superficial
del masetero y se sutura con catgut a la apdfisis cigomatica.
( ver anexo fig 3:5 ).

9.- Corte distal del nervio Facial ( en relacion
al origen del nervio ).( ver anexo foto 2 y fig 3:5 ).

10.- Separacién entre el nervio y el mdsculo
(fig 3:5 )..

11.- Colocacién del cabo proximal del nervio
facial en el lecho quirdrgico superficial muscular, y sutura del
lecho con catgut. ( ver anexo fig 3:6 y 3:7 ).

12.- Se esparce antibidtico ( quinolona, marca
comercial Orsanac y Fulgrun 400 ).( ver anexo foto 3 y fig 3:10 ).

13.- Cierre del colgajo cutaneo con sutura de
seda, con multiples puntos. ( punto cirujano simple ). ( ver anexo
foto 4 y fig 3:11 ).

14.- Aplicacién de povidona yodada en la zona

de la herida quirdrgica.

* Variacién de la técnica quirlrgica :
11.- Colocacion del cabo proximal del nervio en un lecho profundo,

sin sutura. ( ver anexo fig 3:8 y 3:9 ).
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11l.- Postoperatorio

1.-Inmediato : Aplicacién de luz artificial
( calor )
2.- Mediato : Controles a las 24, 48, 72 horas, a

la semana, a los 15 dias, al mes , controlando la hidratacion y el

peso.
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FI PROTOCOLO FISIOLOGICO

Pasados 40 dias de producido el implante, la
rata se anestesia con hidrato de cloral y se somete nuevamente a
cirugia donde se implantan dos electrodos de estimulacién de
AgAgCl ( Ver anexo foto 5y 7 ), via unidad aisladora de estimulo
Grass modelo S.I.U 5 , conectado a un estimulador
electrofisiolégico Phipps and Bird modelo 611 y se administraron
( via nervio facial ) estimulos de 0,1 a 10 volts., con 1 msg. de
duracion , de 1 a 25 Hz. ( Ver anexo foto 8).

El registro de impulsos nerviosos se logré
mediante electrodos de AgAgCl conectados diferencialmente a un
osciloscopio  Tektronix Inc. modelo 5031 y en pantalla se
observaron los impulsos nerviosos ( Ver anexo foto 6 ).

El registro de tensién se realizd mediante un
transductor BIDOM modelo 1030 acoplado a un amplificador MP
conectado a un poligrafo Gilson Inc. de 8 canales ( Ver anexo
foto 8).
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G/ PROTOCOLO DE PERFUSION

Fecha :

Peso final de la rata :

Anestesia general con hidrato de cloral al 10 %.

Técnica :

1.- Incisién abdominal y toraxica en la linea
media cortando la parrilla costal.

2.- Se introduce la punta de una aguja en el
vértice del corazén ( esta aguja estd conectada a dos sistemas,
uno que contiene solucién lavadora y otro que contiene solucién
fijadora. )

3.- Se abre el paso de solucién lavadora y en
seguida se rompe la auricula izquierda, se perfunde con solucion
lavadora unos 100 cc. aproximadamente. Luego se perfunde con
solucién fijadora ( formaldehido al 4 % ) unos 100 a 150 cc.

4.- Enseguida se decapita la rata y la cabeza se

refrigera en espera de la utilizacion de los tejidos fijados.
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Preparacion del Formaldehido al 4 %

1.- Deshidrogenato fosfato de sodio --

Na2HPO4.12H20 ----> se pesan 35,8 gramos + 800 ml. de agua

destilada ------ > solucién A.

2.- Deshidrogenato fosfato de sodio
( Na2HPO4.2H20 )-- 200 ml. ------- > solucion B.
Selueiéon A ¢ Soluecién = Solucion Buffer.

Formaldehido 35 %, se sacan 40 ml y se

disuelven en 1.000 cc. de Buffer y se obtiene formaldehido al 4 %.
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H ) PROTOCOLO HISTOLOGICO.

FIJADORES HISTOLOGICOS.

I. Fijacion : ( del tejido ).

procesos vitales.

Condiciones :

a.- Perfusién ( al corazén o al sistema
circulatorio) se utiliza para estudios

topograficos o de metabolismo.

b.- Inmersion (dejar el tejido inmerso dentro de

un fijador), ej. Biopsias.

La fijacion preserva el tejido deteniendo los

a.- Presion osmdtica igual al tejido.

b.- PH igual al tejido.
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c.- Temperatura de accién ( fundamental ).

d.- Tiempo que demora en llegar a la célula.

e.- Tamano de la muestra.

Propiedades del Fijador :

a.- Soluble en el medio extracelular de la

célula.

b.- Efectos utiles para la célula o el medio que

se quiere fijar.

El fijador a utilizar, dependera de lo que se
quiera fijar ej. cuando se desea estudiar proteinas se utiliza el

fijador Bown.
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Il. Lavado y Deshidratacién

Siempre se lava con el disolvente del fijador

para arrastrar el resto del fijador,ej. para el Bown se usa alcohol
de 70.

lll. Embebido o Inclusién

Depende de :

- Tipo de corte histolégico ( uso de diferentes

cuchillos).

- Grado de impregnacion ( dureza del bloque ).

Los medios de inclusion deben dar fragilidad,

transparencia, consistencia.

Medios de Inclusidon

- Parafina : Cortes de 7 a 10 micrones.
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- Gelatina ( coloide ) a temperatura ambiente
es liquida, a menor temperatura se solidifica,
da cortes de 30 a 100 micrones

( transparentes ).

- Congelacién : - 4 a -20 grados C.
( microscopio de luz ) . - 200 grados C. ( crio
corrosion se usa para neurotransmisores,

enzimas.

- Resinas sintéticas : ej. Epon, araldina
polimerizan a 60 grados C, y permite cortes de

600 A, no alteran la morfologia celular.

1IV. Montaje v Cortes.

V. Tincién

a.- Tinciones histoldgicas.
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b.- Tinciones histoquimicas.

a.- Tinciones Histoldgicas :

Se puede tefir en cortes o en blogues. Se basa
en el sistema acido - acidofilia ; base - basofilia ( habrian

mordientes que favorecian la tincién. )

1.- Hematoxilina/Floxina ( alcohdlica )

eosina ( &cida )

La Hematoxilina es un colorante basico ( tifie el
nucleo y el nucleolo de color morado). La Floxina o eosina tifien
estructuras bdsicas, ej. proteinas, organelos celulares de color

rosado 0 naranja.
- Azul de metilo-cresol violeta ( para tejido
nervioso ).

2.- Impregnaciones Metalicas : ( metal pesado )

Se depositan sobre los tejidos o células.
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- Tetréxido de Osmio ( microscopio electrénico,
estabiliza lipidos ).

- Cloruro de Oro.

- Nitrato de Plata.

- Carbonato de Plata.

- Cloruro de Mercurio ( se usa para tejido
nervioso ). La neurona tiene selectividad por las

sales de Plata y Mercurio.

b.- Tinciones Histoquimicas

Cuando se quiere preservar moléculas

especificas

- Lipidos.

- Proteinas.

- Hidratos de Carbono.

Se emplean colorantes que sean solubles en

esas moléculas ; en caso de enzimas se emplea un sustrato.
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También se wusan colorantes con grupos

cromoforos.

Se deben establecer condiciones de trabajo

como PH, temperatura.

- Inmunohistoquimicas : ( Ag - Ac ) Se

precipita el complejo con colorantes.

- Marcadores Radiactivos: Se sigue el camino

metabdlico.
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PROCESOS HISTOLOGICOS DE USO CORRIENTE

1.- Fijacién

2.- Lavado

Formol 4 %.

Bown.

Formol, con agua destilada.

Bown, con alcohol de 70.

3.- Desidratacion e Inclusion

AIEONG] di F0.cvvammmmmamasso 30 minutos.
Alcohol ga 95.....ccowmmmmesimssmisime 30 minutos.
AIEBOBI BE: TD0 Liiisamnmnsmomnss 30 minutos.
Alcohol de 100 Il.ccoooeevieeiiiieecen. 30 minutos.
v 517 O S 5 minutos.
KDL Wi osissmisnmaiimmmmmmensiinuainnmmeion 5 minutos.
Aceite de Cedro........ccceeacreiiecnennee Toda la noche.
) 41| [ (R CUE R U——— 5 minutos.
RO Thrsrvrnesarmippasesvismssimimas s 5 minutos.
Kilol : Parafing [ 1:1 )...cocmsemmsevessusse 30 minutos.
PN L orammmasssnsmmnerapissmsmes 60 minutos.
PRIRINA W msmmmnsusmsssisisrmnl 60 minutos.
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B 0 | 60 minutos.

Confeccidon de taco, con Parafina de inclusion o

Parafina Ill, que luego se deja en refrigeracidn.

4.- Cortes

Se usa el Micrétomo calibrado para 7 u 8
Micrones, en general , dependiendo del tipo de corte que se quiera
realizar sera el tipo de inclusiéon usada. En este caso se quieren
obtener cortes de 7 u 8 Micrones, por lo cual se usdé parafina

solida como medio de inclusion.

5.- Montaje

Obtenidos los cortes, se meten en un bafio de
agua tibia ( 45 ° grados ) para que la parafina se estire y poder
colocarlos en el porta objeto, el cual debe haber sido lavado ,
primero con agua corriente y luego con Xilol. Luego se secan y se
les coloca una capa de Albimina que servird de pegamento para el
corte. Una vez montados se colocan en la estufa para el secado

toda la noche.
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6.- Desparafinacion

1| ) S ———— 5 minutos.

b o715 ] R N S 5 minutos.
7.- Hidratacion

Ul Tain) it [ [0 1 AR, 5 minutos.

Alcohol 95... e 5 minutos.

V.1 love 1 g 7 O — 5 minutos.

Agua destilada.

En este momento los cortes se encuentran

listos para ser tefnidos por metédos basicos.

Hematoxilina/Floxina

Hematoxilina de Harris.......ccccccceeeeeen. 5 minutos.
Agua destilada. ... 1 minuto.
Agua corriente.......ccoccevivvereeeeieeeeennn 15 minutos.
RIS DOSTIBNEL. . .vismnummpemmmmanmnesis Répida.
PICONON FU.cssoonee-cmmpisniassvmsommmmmmmnssasssns 5 minutos.
BIGOIG] Bl namsmmuunissmuesemsemmio 5 minutos.
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Alcohol 95 | e 5 minutos.

AIBONOIBD. Ho:cusmnimmsussmmvemmamuansd 5 minutos.
AIERRGE TR0 Lo mamsssamiaiasmeanissi 5 minutos.
Tl e gl BB 16 T | R ——G—EG—— 5 minutos.
s Ts [T oe T (o7 5 AO—————— 1 minuto.

Alcohol 100 L., 30 segundos.

Alcohiol 100 Ncommwimswmmmmmsasi 30 segundos.
Tincion Basica

El ndcleo gueda tefido de un color morado y el

citoplasma color naranja.

Diafanizacion :

......................................................... 5 minutos.

........................................................ 5 minutos

Luego se seca con un pafo limpio con mucho
cuidado, para no danar la preparaciéon, y se coloca el balsamo
Parmount sobre las muestras y se cubre con un " Cubre
Objeto " , teniendo cuidado de no incorporar burbujas a la

muestra . En seguida se colocan en la estufa para su posterior
secado (una noche).
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( Manual of Histologic and Special stainig
Technics ,1949.)

Tincién Sudan Black B :

Hematoxilina/Floxina. ( Xilol | y Xilol I ).

Desparafinacién igual que para la Tincidn

AlCOhol Y00 . o msmimisvasasammss i 2 minutos.
AlCONOl 70 e, 2 minutos.
Sudan Black B......ooveeeeiiiiieieeeieeeieeeen 2 minutos.

Lavados rapidos con alcoholes de 70 .
Secado al aire.

Glicerina ( montaje ).

Colocacién del Cubre Obijeto.

Estufa para el secado final.
Tincién  especifica para tejido nervioso.
Resultados : Tejido nervioso , negro ,azul, o azul negro
( mielina ).
( A Manual for histologic Technicians by ann

Preece ,1959.)



( Manual of histologic and Special staining Technics ,
1959.)

Tincion Tricromico : ( Hematoxilina : Floxina : Azul de

'\Metilo ).( Modificacién de la técnica de Masson .)(AZAN)

Fijacion.

Desparafinacion.

Hidratacion

Hematoxilina de Harris  ............... 5 minutos.
Agua de la llave.......cccccevevverneveeennnene, 15 minutos.
Agua destilada.........ccccevvieniieiiiinnnnns 1 bafo.
AIOOhOL P00 iamcsmsnmmmmmmessasimmasy 5 minutos.
4101 - - 5 minutos.
AIGOHBI BB | sosmmsmummnmumemmusainus 5 minutos.
RIOOND] B8 [lor rmsremameermiimsanasmessmmss 5 minutos.
ARG T |aeennmammmmnsind 5 minutos.
ot el o By (20 | " 5 minutos.
{00 T 15 minutos.
AIohol TOB 1 ....commmmsramesmssons srpmemss 30 segundos.
Alcohol 100 H..euieeivieeeececereeee e, 30 segundos.
Acido Fosfotingstico....cccoeevrvivinneinnnns 5 minutos.
Agua destilada.........ccooevvvvveeeeireennnen. 1 bano.
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Azul de metileno....oeeeeeeeeeeeeeeeen. 5 minutos .

AGua UBBIHAIAA. .ooesvsmmmassevervissrssin 1 bano.
AlCORG] 85 | ..oieressmssismmmesssssassansonnmmns 1 bafo.
Alcohol 95 IL...coieieiiiieceeee, 1 minuto.
N BICN0] 108 Lonsmissmomerosismmssms) 5 minutos.
Alcohol 100 1., 5 minutos
BMB | cnmsiassimmmmsimomsms A S SR 5 minutos
1151 T SR 5 minutos

Luego se seca, se coloca balsamo Parmount y el
cubre objeto.

Resultados : Nulcleos de color violeta oscuro,
citoplasma rosado-violeta, fibras reticulares y coladgeno azul

intenso.

( A Manual for Histologic Technicians by ann Preece Elementi di

técnica microscopica de Nello Beccari ).
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Tincion Tetroxido de Osmio v Giensa :

Paso previo por Tetroxido de Osmio 0,5 % en
Buffer Fosfato.
Foe Lavado en Buffer Fosfato.

Tincion con Giensa 10 a 15 minutos.

Resultados : Tejido nervioso negro ( mielina ),

otras estructuras amarillas a café .
Tincién especifica para tejido nervioso

( Manual of Histologic and Special Staining technics, 2a

edicién ,1949 ).

Tincion de Holmes :( Tincién especifica para tejido

nervioso )
Soluciones :
1.- ACIAO BOFICO....coevvereeeeeeveeeiieeeeerenianen 12,4 grs.
- Agua destilada.......c.cccceeeeivvereeeennnen. 1.000 cc.
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mas

= AEUE ABTHAES, .osvrsnemsmsemmsna 1.000 cc.

Se forma asi la Solucion Buffer.

2.- Reductor :
- Hidroquinona....... 01 gramo.
- Sulfito de Sodio ( cristal )........ 10 gramos.
- Agua destilada.......... 100 cc

3.- Nitrato de Plata al 20 % en agua destilada.

4.- Nitrato de Plata al 1 % en Agua destilada.

5.- Cloruro de Oro al 0,2 % en Agua destilada.

6.- Acido Oxalico al 2 % en Agua destilada.

7.- Tiosulfato de Sodio ( Hiposulfito ) al 5 % en

Agua destilada.
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8.- Piridina 10 cc , mas Agua destilada 100 cc .

/

" Técnica :

Cortes montados en parafina y fijados en

formol salino o formol sublimado.

a.- Desparafinar e hidratar hasta agua

destilada.

b.- Colocar en solucién de AgNO3 al 20 % en la
oscuridad y a temperatura ambiente por 2 horas
( hasta 24 horas ), la solucion puede usarse

repetidamente.
c.- Sacar los preparados de la solucion de

Nitrato de Plata al 20 % y lavarlos por 10

minutos en tres bafos de agua destilada.
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d.- Colocar en solucién Buffer recién preparado
en un frasco tapado, de manera que permanezca
limpio. La solucién debe usarse abundantemente
( no menos de 20 cc por cada preparado ) y a

37 grados C. Los preparados deberan
permanecer en la solucién impregnante por

tiempo variable hasta el dia siguiente.

Preparacion de la Solucién Impregnante

Tomar 55 cc de la solucion de Acido Borico y
45 cc. de la solucion de Borax, agregar agua destilada hasta
completar 494 cc. Con una pipeta agregar un cc. de solucién de
Nitrato de Plata al 1 % y con otra pipeta 5 cc de la solucion de
Piridina. Mezclar correctamente. _Esta solucién impregnante
debera usarse sélo una vez,

e.- Verter el exceso de soluciéon Buffer y sin
lavar colocar en el bafo reductor por lo menos 2

minutos, idealmente 15 , pudiendo ir de 15 a

75



30 minutos. Mejor resultado se consigue si el

reductor es calentado a 25 grados C.

f.- Lavar en Agua corriente por 3 minutos
( eliminar bien el reductor ). Enjuagar en agua
destilada, en donde los cortes pueden

permanecer sin peligro.

g.- Virar la solucién de Cloruro de Oro
( Amarillo ) durante 3 minutos. El viraje puede
prolongarse si los preparados permanecen de

tonalidad café pasados los 3 minutos.

h.- Lavar brevemente en agua destilada.

i.- Colocar en la solucion de Acido Oxalico
durante 10 a 15 minutos ( no dejar mucho
tiempo, pues el contraste baja ) . Examinar al
microscopio hasta que los Axones destaquen de
color azul negro. Si la diferenciacién se lleva al
maximo, se corre el riesgo de disminuir el

contraste.
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j.- Enjuagar en agua destilada y pasar a solucion

de Tiosulfato de Sodio por 5 minutos.

k.- Lavar en agua corriente por 10 minutos y

enjuagar en agua destilada.

L.- Secado .
M.- Montaje con Parmount.
( Histologicas Technique by H.M. Carleton).

Tincién de Bielschoswsky : ( Tincién especifica para
tejido nervioso ).

Se prepara una solucion de Plata Amoniacal de

la siguiente manera :

En _una Probeta :

Nitrato de Plata 10 % 5cc.
Hidroxido de sodio 10 % 5 gotas.

Obteniéndose un precipitado el cual se lava en

agua destilada 2 veces. Luego el precipitado, se disuelve en una
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solucién de Amonfaco al 5 %, gota a gota, hasta que se disuelva
( sin pasarse ). Las muestras se fijan en formol al 4 % (de
preferencia los cortes se obtienen por congelacién) de 20
micrones, pero también se usan en parafina. Las muestras se
lavan en agua destilada ( Desparafinacion e Hidratacién hasta
agua destilada ). Las muestras se llevan a una solucién de Piridina
al 50 % por 24 horas.

Luego se llevan a la solucién de Nitrato de Plata
al 2 % por 2 dias.

Se lavan en agua corriente.

Se llevan a la solucién de Plata Amoniacal.

Se lavan en agua corriente.

Se llevan las muestras a la solucién reductora

de formol al 10 % por 5 minutos

aproximadamente ( se obtendra un color negro ).

Se lavan las muestras en agua destilada.

Se llevan las muestras a la solucién de Cloruro

de Oro al 5/1.000 por 10 minutos.

Se llevan las muestras a la solucién fijadora de

Hiposulfito de Sodio al 5 % por 10 minutos.

Deshidratacién (igual que Tincion

Hematoxilina/Floxina).
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Diafanizacion.

Montaje.

Resultados : Tejido nervioso color negro
( mielina ).

( Histologicas Technique by H.M. Carleton.,
1957 ).
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CAPITULO I

RESULTADOS, CONCLUSIONES
Y DISCUSION
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A ) RESULTADOS HISTOLOGICOS

1). MUSCULO MASETERO NORMAL.

El musculo esta constituido por fibras
musculares de tamafo y diametro uniforme, con muy escaso
tejido conjuntivo interpuesto entre ellas, que se agrupan
ordenadamente formando fasciculos regulares en cuanto al
numero de fibras , pero que corren en distintas direcciones.

En el centro de algunas preparaciones destaca
una estructura formada por fibras nerviosas envueltas en tejido
conjuntivo fibroso, que corresponde al corte del nervio

maseterino.(ver anexo fotos 9 y 10 ).
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2). HISTOLOGIA BASICA DE NERVIO FACIAL DE RATA.

Este nervio es de mayor calibre que el nervio
maseterino. En condiciones normales esta formado por un paquete
de fibras nerviosas orientadas en una misma direccién .( ver
anexo foto 11 ). En un corte longitudinal se observan dos o tres
filetes colaterales, todo esto rodeado de abundante tejido
conjuntivo denso. Se aprecian en el interior del nervio, multiples
fiboras con sus respectivas envolturas de vainas de mielina ( ver
anexo foto 12). La totalidad de los fasciculos se encuentran

limitados por el perineuro.
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3). MUSCULO MASETERO DENERVADO

Macroscéspicamente se pudo observar una
notoria atrofia muscular ( disminucién de la masa muscular ) en
el momento de obtener las muestras del tejido, lo que se
confirma con la observaciénes histoldgicas.

La disposicién de las fibras musculares es mas
dispersa comparada con la del musculo normal. No se aprecia el
EPIMISIO comparado con el musculo normal, lo que hace que las
fiboras musculares se separen, teniendo una imagen regular en
cuanto a su disposicion y sentido. No se observan campos de
COHNHEM. También se observa la disminucién del PERIMISIO, no
habiendo fasciculos musculares como en el normal.

Se observa el sarcoplasma vacio, desaparece la
estructura fibrilar del sarcoplasma, consecuente con un musculo

denervado o atréfico ( ver anexo foto 13).
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4) MUSCULO MASETERO REINERVADO EN FORMA PROFUNDA,
SIN SUTURA.

Macroscépicamente se observd una zona limpia
en relacion al implante donde se ve claramente la entrada del
nervio facial al musculo masetero (ver anexo foto 14 )

A la observacién microscépica se ven tres
zonas claramente distinguibles:

- zona A : Esta contiene fibras musculares
regularmente ordenadas en fasciculos, cortadas en distintas
direcciones con escaso tejido conjuntivo interticial. ( ver anexo
foto 15 )

- zona B : En ésta se pueden observar fibras
musculares agrupadas en fasciculos musculares no tan
ordenadamente dispuestos como en la zona anteriormente
descrita. Estos fasciculos estan delimitados por mayor cantidad
de tejido conjuntivo, el que en algunas zonas parece incluso
separar fibras individuales dentro de un mismo fasciculo. ( ver
anexo foto 15).

- zona C : En esta zona de implante nervioso se
aprecia la presencia de un tronco nervioso central de mayor
calibre, el cual tiene a su alrededor tres o cuatro filetes

nerviosos de menor grosor ( nervio reinervante ) y uno o dos
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vasos sanguineos. Todos estos elementos atraviesan la masa
muscular formando un paquete véasculo nervioso, y estan
separados entre si por gran cantidad de tejido conjuntivo
fibroblastos y macréfagos. A medida que nos alejamos del
paquete vasculo nervioso, el tejido conjuntivo, comienza a
introducirse entre la masa muscular disponiéndose entre los

fasciculos y las fibras musculares. ( ver anexo fotos 15y 16 ).

N
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5) MUSCULO MASETERO REINERVADO EN FORMA
SUPERFICIAL Y CON SUTURA

Macroscopicamente se observa una extensa zona
aparentemente fibrosada en relacién al implante, la que no se
encontré en el implante profundo sin sutura.

Histoldgicamente se observa una zona de
fibrosis que se proyecta hacia el interior del musculo,
desorganizandolo. En el interior de esta fibrosis se observan
cortes del nervio implantado, junto a algunos brotes colaterales.
En cuanto a la disposicion de los haces musculares, estos se
notan desorganizados pero con fibras musculares de tamanfo

uniforme. ( ver anexo fotos 17 y 18).
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B) RESULTADOS FISIOLOGICOS

1.-La figura 4:1 muestra l|la respuesta de
tension del musculo masetero inducida por estimulacion eléctrica
del nervio facial.

2.-Los resultados obtenidos corresponden al
registro de tensién muscular en ratas, cuyo muasculo masetero fue
denervado de su nervio maseterino y reinervado por el facial 40
dias antes.

3.-Con estimulos inferiores a 0,2 v de
intensidad no se aprecian cambios de tensién basal
significativos, y a 0,7 v se obtiene una respuesta maxima de
tension.(fig 4:1).

4.-La figura 4:2;A muestra la ausencia de
respuesta de tension del musculo masetero, luego de haber
seccionado el nervio facial e introducirlo en su lecho de implante,
ante la estimulacion eléctrica de hasta 10 v, de 1 segundo de
duracion y 25 Hz.

5.-A una intensidad del estimulo de 0,7 v, se
modificé en progresion creciente la frecuencia de estimulacién
neural, con el fin de correlacionar la calidad de la sinapsis

neuromuscular ( fig 4:2; B-C-Dy E).
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6.-La figura 4:2 muestra la respuesta de
tensién en funcién de la frecuencia de estimulacién. En 4:2:B se
muestran sacudidas musculares a 4 Hz; en 4:2;C a 8 Hz, en 4:2.D a
12 Hz y tétano incompleto a 24 Hz en 4:2;E. En estas figuras, el
incremento de la frecuencia de estimulacién indujo aumentos en

la magnitud de la contraccién muscular.



C) CONCLUSION Y DISCUSION HISTOLOGICA.

1.- Al denervar el misculo masetero de rata y
reinervarlo con la técnica operatoria descrita, se logra una
implantacién, apoyada por comprobaciones histolégicas y
funcionales. Sin embargo no se logré comprobar la magnitud de la
funcionalidad recuperada por el musculo, situacién que se podra

evaluar mediante otros test funcionales.

2.- La implantacién profunda del nervio facial
da mejores resultados que la implantacién superficial. En este
ultimo caso el tejido fibroso del epimisio parece dificultar el
avance de los filetes nerviosos.

Cabe mencionar que fisiolégicamente no se
logré establecer si habia diferencia de eficacia entre un modelo
de implantacion quirdrgica profunda sin sutura con respecto a un

modelo de implantacién quirdrgica superficial con sutura.

3.- La denervacién muscular se evidencia
histolégicamente por una desaparicion del epimisio y disminucion
del perimisio, lo que hace que las fibras musculares se separen

resultando ,una estructura mas desorganizada de los fasciculos.
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La desaparicion del elemento fibrilar del
sarcoplasma es un hecho que nos permite elucubrar respecto de
una disminucién de la funcion muscular, consecuente a la

denervacion o atrofia morfofuncional del musculo.

4.- Conforme al tiempo de implantacién del
musculo reinervado ( 40 dias ) se pudo observar que
histolégicamente el muasculo reinervado presenta diferentes
zonas. Algunas zonas con caracteristicas de musculo normal,
otras con caracteristicas de musculo denervado y otra zona donde
aparece el nervio implantado con abundante tejido conjuntivo que
se insinda a las zonas antes descritas. Se podria esperar entonces
que , a un tiempo de implante mayor, la histologia se hiciese mas
homogénea y uniforme en cuanto a las caracteristicas de un

musculo mas préximo al normal.

5.-No se pudo deducir conclusiones con respecto
al tipo y numero de fibras musculares involucradas en la
experiencia, reservandose esta comprobacién para estudios

histolégicos e histoquimicos posteriores.

6.- Las respuestas musculares obtenidas en las

pruebas fisioldgicas reflejan que el nervio facial a los 40 dias de
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implantacion presenta un proceso de reinervacion bastante
exitoso . La estimulacién del nervio facial inmediata al proceso
quirtrgico de reinervacion no produce respuesta en el musculo
masetero .

El protocolo de estimulacién utilizado permitié
dilucidar algunos aspectos de la calidad de la nueva sinapsis. A
voltajes supraméaximos de estimulacién en el nervio ( 0,7 V. ),
aumentos en la frecuencia de estimulacion inducian respuestas
musculares capaces de seguir dicha frecuencia , lo que significa

el desarrollo de algunas sinapsis funcionales.

7.- Otro aspecto relevante de este trabajo es
que existia la posibilidad de que el estimulo eléctrico aplicado
estuviese llegando directamente al musculo, saltdndose el nervio.
Al respecto, en presencia de blogueo anddico, pudimos comprobar
que el tamafo de la respuesta inducida disminuia
ostensiblemente, lo que hace suponer que la estimulacion
eléctrica en el nervio desarrollaba impulsos nerviosos que se

propagaron al terminal axdnico.
8.- Si bien la magnitud de la contraccion se

expresa en rangos de tensidn por el masetero, es importante

sefalar que estimulos de gran magnitud eran capaces, no sélo de
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inducir una respuesta en el masetero, sino ademas involucrar a

toda la musculatura facial .

9.- Todas las ratas tratadas con nuestra

técnica fueron exitosas.

10.-El modelo quirlrgico llevado a cabo fue de
gran utilidad, pues permitié establecer la anatomia e histologia
normal de la regién estudiada (region maseterina y zonas
adyacentes ). Ademas de introducir después variaciones en la
técnica quirlrgica, se consiguié perfeccionar y obtener un modelo
de implantacion mas adecuado.

Creemos, en virtud de los resultados obtenidos
en el presente trabajo, que estan sentadas las bases para
planificar y proyectar estudios mas especificos y de mejores

aplicaciones en el campo de la reinervacion quirtrgica.

11.-Cabe destacar que en todas las condiciones
experimentales, tanto a nivel de musculo como de nervio, el
tejido conjuntivo ( endomisio, perimisio, endoneuro ) juega un rol
importante en la correlacién de estructuras y en el crecimiento

del implante.
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Los factores de crecimiento ( NCF) tanto neural,
como conjuntivo debe tener un papel importante junto al

crecimiento del colageno asociado selectivamente a la fibra

nerviosa o muscular.
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Foto 1

Foto 2
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Foto 4



Fig 3:1 ¢

Afeitada de la zona a intervenir y se aplica

povidona yodada sobre superficie cutanea.

Fig 3:2 :

Incision cutdnea, siguiendo borde posterior de

rama y borde basilar de mandibula.

Fig 3:3 :

Colgajo levantado y desplazado hacia afuera ,se
observa ; 1 glandula lagrimal extraorbitaria. 2
nervio facial. 3 conducto excretor salival

acompafado de una rama del nervio facial.

Fig 3:4 :

Incision en sentido antero pdsterior por debajo
del arco cigomatico, hasta llegar a escotadura
sigmoidea y encontrar el nervio maseterino,para
cortarlo, cauterizar y lograr la denervacion del

musculo masetero.

Fig 35 :

Sutura con catgut de la insicion anterior y corte
del nervio facial del cabo distal, se despeja y se

desplaza hacia atras.
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Fig

Fig

Fig

Fig

Fig

Fig

Se prepara lecho quirargico superficial para

recibir nervio facial.

Se implanta nervio facial y se sutura con catgut

la incision del lecho quirurgico.

Variacién de la técnica quirurgica ,se prepara un
lecho quirargico profundo para recibir nervio

facial.

Se implanta nervio facial en lecho quirargico sin

suturar labios de la incision.

310 @

3:11

Aplicacién de antibiético en polvo sobre

superficie operada.

Reubicacion de colgajo y se sutura con seda, se

aplica povidona yodada.
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Fig 3:3
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Fig 3:11
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SET UP REGISTRO DE CORRIENTES DE ACCION EN NERVIO
FACIAL

Foto 5 :

Se muestran los electrodos de estimulacién (e)

implantados al nervio bajo microcirugia.

Foto 6 :

Registro de impulsos nerviosos propagados en la pantalla

del osciloscopio.
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Foto 6



Foto 7

SET UP REGISTRO DE TENSION MUSCULO MASETERO

La foto muestra la regiéon maseterina de la rata
anestesiada y la implantacion de microelectrodos ( m )

de estimulacion al nervio facial ( n ).
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SET UP REGISTRO DE TENSION MUSCULAR.

El montaje muestra la rata anestesiada, electrodos de
estimulacién a nervio facial y transductor de tensidn
( t) conectado al poligrafo Gilson ( p ).

En pantalla del osciloscopio ( o ) se monitoreo la

estimulacién y el registro de tensién.



FOTO 9:
Visién panoramica de fibras de musculo masetero, C.T;
corte transversal, CL; corte longitudinal . Tincién Azén y

aumento 100 x.

FOTO 10 :
NM : Nervio maseterino atravezando fasciculos del

musculo masetero normal. Tincién Azan y aumento 100 x.
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FOTO 9

FOTO 10
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FOTO 11 :
Paquete de fibras nerviosas que constituyen el nervio
facial normal. Tincién Hematoxilina-Floxina., aumento

250 x.

FOTO 12 :
Nervio facial, corte de fibras en sentido transversal y
longitudinal en los que destaca la mielina ( M ) y el axén

( A ). Tincién Sudan Black, aumento 250 x.
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FOTO 11
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FOTO 12
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FOTO 13 :
Fibras musculares del musculo masetero denervado donde
no se observa epimisio y disminucién de perimisio.

Tincién Hematoxilina-Floxina, aumento 250 x.

FOTO 14 :
Se observa claramente el implante entrando en el
musculo masetero ( no hay fibrosis como en el implante

superficial con sutura ).
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FOTO 13

FOTO 14
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FOTO 15 :
Masculo reinervado profundo sin situra donde se

observan zonas A ,B y C . Tincidn Azan ,aumento 250 x.

FOTO 16 :

Muasculo reinervado profundo sin sutura donde se observa
el nervio reinervante ( NR ) en medio de dos venas (V)y

una arteriola ( A ) . Tincién Azan ,aumento 250 x .
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FOTO 16
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FOTO 17:

Musculo reinervado ( NR ) superficial con sutura, donde
se observa una gran fibrosis ( F ) que rodea al nervio y
que se proyecta al interior del musculo. Tincién Azéan,

aumento 250 x.

FOTO 18 :

Nervio reinervante ( NR ) del musculo masetero, donde se
observa una marcada desorganizacién de la fibra
nerviosa y un desorden en cuanto a la distribucién y

organizaciéon del peri y endoneuro. Tincion Azéan, aumento
625 X. '
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FOTO 17
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EFECTO DE LA ESTIMULACION NEURAL

Registro de tensién Musculo Masetero.
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Figura 4.1 :

Se muestra la respuesta de tensién del musculo masetero
inducida por la estimulacién electrica, via nervio facial, en
6 ratas anestesiadas.

En todas ellas, la tensién aumenta en funcién de la
intensidad de estimulacion.



FIGURA:4:2;A.:

Ausencia de respuesta de tensién del musculo masetero ante
estimulacién eléctrica inmediata a su implantacion.

FIGURA :4:2;B.:

Respuesta de tensién del muasculo masetero ( reinervado hace 40
dias ) ante un estimulo de 0,7 V. de intensidad y 4 Hz. de
frecuencia.

FIGURA:4:2:C.:

Respuesta de tensidon del musculo masetero ( reinervado hace 40
dias ) ante un estimulo de 0,7 v de intensidad y 8 Hz de
frecuencia.

FIGURA:4:3;D:

Respuesta de tension del musculo masetero ( reinervado hace 40
dias ) ante un estimulo de 0,7 v de intensidad y 12 Hz de
frecuencia.

FIGURA:4:2;E:

Respuesta de tension del musculo masetero ( reinervado hace 40
dias ) ante un estimulo de 0,7 v de intensidad y 24 Hz de

frecuencia que termina en tétano incompleto.
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