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RESUMEN

REPARATION OF FACIAL NERVE GAPS WITH CRYOPRESERVED ALLOGRAFTS IN RATS
IMMUNOSUPPRESSED WITH CICLOSPORIN A

El objetivo de este trabajo es comprobar el papel de la inmunodepresión
con ciclosporina A en la reparación de un defecto nervioso en el tronco
del nervio facial de la rata con aloinjertos criopreservados.

El defecto nervioso, en el tronco extratemporal del nervio facial de la rata
Wistar tenía 4 mm de longitud.

Diseñamos 3 grupos:
— Control normal.
— Reparación con aloinjertos criopreservados.
— Reparación con aloinjertos criopreservados e inmunodepresión con ci-

closporina A.
Métodos de evaluación de la regeneración tras 4 meses:
— Grado clínico de función.
— Latencia de conducción.
— Contaje de axones.
— Area media de las fibras nerviosas en el tronco nervioso distal al injerto.

El grado de función facial en los 2 grupos reparados era muy similar al nor-
mal en cuanto a motilidad facial pero los resultados electrofisiológicos y morfo-
métricos diferían de manera significativa respecto al nervio normal.

Las conclusiones a las que llegamos fueron las siguientes:
1.o La utilización de aloinjertos criopreservados en animales inmunodepri-

midos o no, logra la adquisición de una función facial clínicamente valorada co-
mo buena o muy buena.

2.o La criopreservación de injertos nerviosos alógenos resulta un proceso
de almacenamiento de tejidos útil para reparar lesiones nerviosas. Los injertos
así conservados llegan a alcanzar resultados clínicamente satisfactorios en el
modelo que hemos utilizado.

3.o La inmunosupresión de ratas portadoras de aloinjertos con ciclospori-
na A acarrea la aparición de una función facial que mejora poco la lograda con
los otros injertos en este modelo experimental. Los parámetros histológicos y
morfométricos se asemejan en mayor medida a los nervios normales.

T
he aim of this study is to assess the feasibility of peripheral nerve allo-
grafts pretreated utilizing cold storage and cyclosporin A to improve the fa-
cial nerve regeneration in Wistar rat.

Three groups were designed:
— Normal Wistar rats.
— 4 milimeters nerve gaps repaired with cryopreserved nerve allografts.
— 4 milimeters nerve gaps repaired with cryopreserved nerve grafts and

treated with cyclosporin A.
At 16 weeks post-engraftment the animals were evaluated:
— Facial palsy grading system.
— Electrophysiologic latency.
— Axonal counting.

— Nervous fiber area inmediately distal to the graft.
The facial function of the experimental groups was similar to the control rats

while the latency and morphometric parameters was poor than the normal rats.
Conclusions:
1.o Cryopreserved nerve allografts in facial nerve repair in rats are useful

in the adquisition of a facial functional nerve recovery as much in immunosupres-
sed animal as not.

2.o Cryopreservation of nerve allografts results a good method of storage
of nerve grafts.

3.o Ciclosporin A immunosupression improved not much the grading facial
palsy in this model but the electrophisiologic and morfhometry is significatingly
better.
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INTRODUCCIÓN

Los defectos nerviosos de cierta longitud no permiten
emplear la sutura termino-terminal por lo deletéreo de la
tensión en la zona de coaptación1-4. En estos casos se
utilizan injertos de nervios sensitivos autólogos. Estos se
obtienen en general del mismo campo lesional o de
campos lejanos y presentan diversos problemas, entre
ellos provocar problemas de anestesia de la región do-
nante o, sobre todo, ser una fuente limitada de material5.

Se investiga desde hace años la utilización de injer-
tos nerviosos de procedencia alogénica. Estos podrían
presentar una arquitectura similar a la del nervio dañado
y facilitan la posibilidad de tener almacenados fragmen-
tos nerviosos de distintos calibres y longitudes adapta-
bles a cada caso particular.

Como obstáculo para su utilización se encuentra la
aparición de rechazo y la posibilidad de transmisión de
enfermedades.

El estudio de estos métodos experimentales de repa-
ración nerviosa se han llevado a cabo en multitud de
modelos animales. Los animales más utilizados son las
ratas, y en éstas el nervio más empleado ha sido el ciá-
tico o algunas de sus ramas.

El nervio facial ha sido estudiado en distintos mode-
los. El tronco del nervio facial de la rata, como modelo
de nervio craneal, se ha utilizado para comparar distintos
tipos de sutura6,7, en estudios somatotópicos con HRP
(peroxidasa retrógrada de rábano) y en regeneración tras
ligadura de ramas. Nos parece interesante comprobar si
en la reparación de un defecto nervioso de escasa longi-
tud en el tronco del nervio facial de la rata con aloinjertos
criopreservados existe diferencia entre inmunodeprimir o
no a los animales con ciclosporina A (Cy A).

MATERIAL Y MÉTODOS

Los animales empleados fueron ratas Wistar con la
misma edad y de sexo macho, de peso entre 250 y
275 gramos al inicio del trabajo. Los animales donantes
de aloinjertos eran procedentes de camadas no empa-
rentadas.

Se cuenta con 3 grupos experimentales:
— Grupo 0-normal: 4 animales controles cuyos tron-

cos del nervio facial nos sirvieron como referencias de
normalidad.

— Grupo 1-aloinjertos: éste consta de 6 ratas a las
que se les seccionó un fragmento de unos 3 mm de su
tronco del nervio facial izquierdo y en el defecto se interpu-
so un aloinjerto criopreservado de nervio facial de 4 mm.
El lado derecho, indemne, se dejó como control clínico.

— Grupo 2-aloinjerto-Cy A: compuesto de 7 ratas a
las que se les seccionó un fragmento del tronco del ner-

vio facial del lado izquierdo de 3 mm de longitud y se
colocó un aloinjerto criopreservado de 4 mm de longitud.
Los animales fueron tratados con Cy A según protocolo
que se describe posteriormente.

Proceso de criopreservación

La sustancia crioprotectora era una dilución de dime-
tilsulfóxido (DMSO) y formamida a concentraciones mo-
lares 2:1 en el solvente PBS hemiconcentrado. Se pre-
pararon tres recipientes con concentraciones de
protector progresivamente mayores, diluidos al 5, 10 y
20%.

El injerto nervioso se suturaba en sus extremos so-
bre una plancha de material sintético para evitar plie-
gues durante la criopreservación.

Se pasaba por los 3 recipientes, en dosis crecientes
y por 15 minutos cada uno para evitar procesos de des-
hidratación.

Tras ello se sumerge en la sustancia crioprotectora
inicial y se mantiene en nitrógeno líquido hasta su anas-
tomosis.

Técnica anestésica

Como anestésico se utilizó clorhidrato de ketamina
(Ketolar®) a dosis de 60 mg por kilogramo en la primera
dosis por vía intraperitoneal, manteniéndola según nece-
sidades con dosis fraccionadas.

Estabulación

Se mantuvieron en jaulas de plástico, una por grupo,
en condiciones estándar de habitabilidad. La alimenta-
ción era ab libitum y la temperatura de 20 grados centí-
grados.

Técnica quirúrgica

La anatomía quirúrgica y la técnica quirúrgica de
abordaje están descritas en trabajos previos8,9. Se anas-
tomosaba con 2 puntos epineurales separados 180 gra-
dos.

Protocolo de inmunosupresión

A las ratas del grupo 2 se les administra diariamente
una dosis de 15 mg/kg/día de ciclosporina A en solución
oleosa mediante inyección subcutánea.



Parámetros de evaluación de la regeneración

Los parámetros evaluados a los 4 meses fueron:
— clínicos.
— electrofisiológicos.
— contaje de axones (microscopía óptica).
— morfometría (microscopía electrónica).

Respecto a la clínica

En cada animal se observó de manera subjetiva por
parte de un mismo observador (M.A.) el grado de paráli-
sis facial que presentaba.

— Signos espontáneos: parpadeo, simetría de comi-
suras labiales.

— Signos provocados: parpadeo tras irrigación so-
bre los ojos.

Se graduaba de 1 a 5 cruces, siendo mayor su nú-
mero cuanto más se acercaban los resultados a la nor-
malidad.

Respecto a la electrofisiología

Se cuantifican las latencias de conducción del estí-
mulo en el momento inmediatamente anterior al sacrificio
del animal. Se aplica proximal al injerto mediante un
electrodo coaxial y se registraba el tiempo que tardaba
en aparecer el potencial muscular evocado en el múscu-
lo orbicular de los labios.

Estos estudios nerviosos de conducción se realizan
con el animal bajo anestesia por ketamina a 60 mg por
kilogramo.

Se realizó una estimulación de 0,1 milisegundo con
una onda de corriente continua de intensidad doble del
umbral.

Respecto al contaje de axones

Se extrae un fragmento del nervio facial inmedia-
tamente distal al injerto. Se realizan cortes semifinos de
1 micra tras teñir con el azul de Richardson para poner
en evidencia la mielina.

Se calcula el número de axones mielinizados en la
sección nerviosa de cada especimen (x400).

Desde el mismo momento que exponemos el nervio
lo humedecemos con una mezcla de glutaraldehído y un
buffer.

Tras resecar el injerto y la zona inmediatamente dis-
tal lo preparamos para microscopía óptica mediante:

1. Fijación con glutaraldehído al 2,5%.
2. Lavado durante una hora (cada 15 minutos reno-

vación) con tampón de cacodilato al 0,1 M con
1 hora como mínimo y máximo de 1 semana.

3. Postfijación con tetróxido de osmio 2% de 30 mi-
nutos.

4. Lavado durante 1 hora con tampón cacodilato
0,1 M.

5. Deshidratación con series ascendentes de aceto-
na.

6. Infiltración en spurr.
7. Encapsulación-inclusión en resina.
8. Polimerización.
Cortes semifinos de 1 micra.
Tinción con azul de Richardson:
Solución A:

Azul de metileno: 2,5 gr.
Tetraborato sódido: 10 gr.
Agua destilada: 200 cc.

Solución B:
Ácido periódico: 1,25 gr.
Azur II: 1,25 gr.
Agua destilada: 250 cc.

Se mezcla a pH 11 y se filtra.
Se realiza el contaje de axones en cada sección me-

diante el programa NIH 16 b image.

Respecto a la morfometría

Tras el proceso descrito anteriormente se realizan
cortes ultrafinos con un ultratomo.

Mediante microscopía electrónica de transmisión y
tras tinción con acetato de uranilo-citrato de plomo se re-
alizan microfotografías a 5.250 aumentos de las seccio-
nes transversales de los nervios en la zona inmedia-
tamente distal al injerto y en los nervios normales.

Estudiamos el área media de las fibras nerviosas co-
mo reflejo de la riqueza de la regeneración de tejido ner-
vioso mediante el programa NIH 16 b image.

Los resultados obtenidos al medir los distintos pará-
metros del trabajo se presentaron según la estadística
descriptiva en:

— Medidas de centralización: media.
— Medidas de dispersión: desviación estándar.
Para las comparaciones entre los distintos grupos

problema y de éstos con el control utilizamos el test de
la U de Mann Whitney (para muestras independientes).

En los contrastes de hipótesis el nivel de significa-
ción estadística elegido fue el 5% (error alfa = 5%).

RESULTADOS

A) Evaluación clínica

Las ratas del grupo 0, animales normales, recibieron
como referencia control la máxima puntuación, 5 cruces.

Los grupos de ratas con aloinjertos criopreservados
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(grupo 1) no mostraban diferencias globales entre ellas en
ninguno de los apartados. En general había una leve asi-
metría bucal y la movilidad palpebral provocada por irriga-
ción era perceptiblemente más perezosa que la normal.

El grupo de animales inmunodeprimidos, portadores
de injertos alogénicos (grupo 2), presentaba el mayor
grado de recuperación de función motora facial, con par-
padeo enérgico indistinguible del normal en la mayor
parte de los casos. La boca presentaba una simetría fa-
cial casi perfecta.

B) Examen electrofisiológico

Todos los animales presentaban actividad motora es-
pontánea de reinervación.

En el grupo control la latencia media fue de
1,213 mseg ±0,193.

Los grupos 1 (2,133 ± 0,166 mseg) y 2 (1,767
±0,232) mostraban diferencias estadísticamente signifi-
cativas entre ellos (p < 0,05) y de ambos con el grupo
control (p < 0,05).

Contaje de axones

Los animales no inmunodeprimidos (1) presentan el
menor número de axones, con una peor distribución e
imágenes de degeneración walleriana y de macrófagos.

En el grupo 2 se observa una gran densidad axonal,
con las fibras mielínicas en regeneración creciendo en
forma de racimos, con zonas conectivas compartimen-
tándolos.

Los animales a los que se recuenta un mayor núme-
ro de fibras son los inmunodeprimidos con diferencia sig-
nificativa con los no tratados con Cy A (p < 0,05).

Los dos grupos experimentales tenían mayor número
de axones que el grupo control o normal (p < 0,05) (ta-
bla 1) (figura 1).

Análisis morfométrico

El grupo 0 presenta fibras nerviosas mielinizadas nor-
males, con tamaños similares y tamaño regular. No exis-
ten tractos perineurales y hay escasas fibras amielínicas.

Los animales del grupo 1 presentan numerosas fi-
bras mielinizadas con tamaños muy dispares, desde in-
termedios hasta muy pequeños en relación con las nor-
males (p < 0,01).

Los animales del grupo 2 presentaban dimensiones
muy inferiores al nervio normal (p<0,01) y superiores
(casi el doble) que las fibras de los animales no inmuno-
deprimidos (p < 0,05) (tabla 2) (figura 2).

Foto 1: grupo 1 Foto 2: grupo 2

Figura 1. Microscopía óptica (x 400): riqueza en fibras mielinizadas (contaje) de los distintos grupos.

Grupo 0 1 2

Contaje de fibras 3828 ± 307 5526 ± 1206 6780 ± 881

Tabla 1: Número medio de fibras nerviosas 

mielinizadas en cada grupo experimental

Grupo 0 1 2

Área µXν 52,4 ± 5,9 10,96 ± 3,3 19,6 ± 4,9

Tabla 2: Área media de las fibras nerviosas 

de cada grupo experimental
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DISCUSIÓN

En este modelo experimental la utilización de aloin-
jertos criopreservados consigue la recuperación clínica.
La inmunodepresión no altera los resultados clínicos ob-
tenidos pero sí los morfométricos.

Los análisis histológicos y morfométricos mostraban
diferencias notables con lo hallado en nervios normales.

Se observó que las células de Schwann permanecen
en el injerto para ser utilizadas como vainas o conductos
de regeneración por los axones en crecimiento desde el
cabo proximal de un autoinjerto10. Asimismo, si la inmu-
nosupresión era continua en aloinjertos11 e incluso en xe-
noinjertos12 las células de Schwann llevaban a cabo la
misma función que en los autoinjertos.

En nuestro modelo la adicción de inmunosupresión
mejora el área media de las fibras nerviosas pero no se
acompaña de diferencias significativas en la recupera-
ción clínica de la función facial.

La mejoría de los parámetros estructurales con el
tratamiento es citado por la mayor parte de los autores,
que encuentran una correlación con los parámetros de
resultados funcionales y clínicos que estudian.

La capacidad de la Cy A para mitigar la respuesta
histológica e inmunológica del huésped contra los aloin-
jertos nerviosos ha sido demostrada por muchos investi-
gadores.

La primera evidencia, en ratas con disparidades his-
tocompatibles mayores, fue publicada por Zalewski en
198013. Encontró supervivencia de nervios periféricos
tras dosis subcutáneas de Cy A a 25 mg/kg/día.

Estudios posteriores con otras dosis y otras vías de
administración evidenciaron la ausencia de infiltrado ce-
lular en el fragmento alogénico, incluso en ratas sensibi-
lizadas previamente con nervios o piel del donante14,15 y
la regeneración nerviosa a su través.

Se observó que la Cy A (i.v.) contribuía al manteni-
miento de la microvascularización y al retraso y disminu-
ción del infiltrado celular inflamatorio16,17.

La relación dosis-respuesta efectiva y la mínima do-
sis necesaria fue establecida por Bain (1988) en
5 mg/kg/día subcutáneo18.

En nervio ciático de rata se halló que la congelación-
descongelación de los injertos y el almacenamiento pro-
longado lograba mejores resultados que los aloinjertos
pero peor que los autoinjertos midiendo la función me-
diante el índice de función del ciático de De Medinace-
li19,20. La mejoría morfométrica y electrofisiológica en ani-
males inmunodeprimidos coincide con otros autores21. En
este trabajo la regeneración a través de aloinjertos en
ratas inmunodeprimidas con Cy A era similar al logrado
a través de injertos singénicos y significativamente supe-
rior al que se observaba en aloinjertos en animales no
tratados.

Mediante datos morfométricos también se logró do-
cumentar el papel favorecedor de este tratamiento en un
modelo murino22.

En primates tratados con Cy A se observó regenera-
ción indistinguible a través de autoinjertos en relación
con aloinjertos mediante parámetros clínicos, histológi-
cos y electrofisiológicos14,23,24.

El único estudio que no describe una regeneración
satisfactoria con estos protocolos se puede deber a que
realiza sus comparaciones respecto a nervios normales
y no a autoinjertos.

En nuestro diseño creímos interesante combinar
2 factores, la criopreservación previa de los nervios y el
papel que el tratamiento con ciclosporina tenía sobre su
función. La valoración en este último supuesto no fue
distinta en cuanto a las características subjetivas evalua-
das, pero sí varió cuando valoramos los parámetros ob-
jetivos de normalidad. Creemos interesante esta distin-

Foto 3: grupo 1 Foto 4: grupo 2

Figura 2. Microscopía electrónica (x 5250): morfometría (área) de las distintas fibras axonales de los distintos grupos.
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ción, pues como hemos visto previamente una discor-
dancia entre distintos parámetros morfométricos se co-
rresponde con una situación clínica muy parecida a la
normal.

La similitud de la recuperación funcional en nervios
con distinto número de axones lo han puesto en eviden-
cia otros autores. La reducción de un tercio o más en el
número de axones no tiene un reflejo negativo en la ca-
pacidad de recuperación clínica o en la reaparición de
respuestas eléctricas normales25. Un nervio puede recu-
perar una función indistinguible de la normal con sólo la
mitad de sus axones, lo que soportaría que la función fa-
cial en los dos grupos estudiados por nosotros fuese si-
milar pese a la disparidad en el contaje de axones.

Gulati (1988)26 observa que los axones huéspedes
pueden crecer a lo largo de 4 cm en injertos celulares
pero no logran avanzar más de 2 cm en los injertos ace-
lulares. Concluye que la lámina basal de los injertos no
es capaz de servir de soporte para la regeneración axo-
nal cuando la distancia a salvar es larga. La causa pare-
ce ser la incapacidad de las células de Schwann de mi-
grar cuando esa longitud es de varios centímetros.

En este modelo, dado que la longitud del defecto
nervioso es de pocos milímetros se puede entender que

los resultados clínicos fuesen similares utilizásemos o no
inmunodepresión.

De hecho la reconstrucción de defectos de 1 cm de
longitud en el nervio ciático con conductos sintéticos
(PLLA) daba una densidad de axones distales similares
al isoinjerto27.

CONCLUSIONES

1.o La utilización de aloinjertos criopreservados en
animales inmunodeprimidos o no, resulta en la adquisi-
ción de una función facial clínicamente valorada como
buena o muy buena.

2.o La criopreservación de injertos nerviosos alóge-
nos resulta un proceso de almacenamiento de tejidos útil
para reparar lesiones nerviosas. Los injertos así conser-
vados llegan a alcanzar resultados clínicamente satisfac-
torios en el modelo que hemos utilizado.

3.o La inmunosupresión de ratas portadores de aloin-
jertos con ciclosporina A acarrea la aparición de una fun-
ción facial que mejora poco la lograda con los otros injer-
tos. Los parámetros histológicos y morfométricos se
asemejan en mayor medida a los nervios normales.
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