CONTRIBUCIONES ORIGINALES

La biopsia de nervio periférico

FERNANDA TEIXEIRA DE ARANDA*

La biopsia de nervios periféricos ha sido realizada
desde hace varios afios. Sin embargo, en nuestro
medio el habito de la toma de nervio periférico no
estd difundido, a pesar de no existir impedimentos
técnicos., La escisibn de un segmento de nervio
periférico es un procedimiento sencillo, que puede
ser realizado por un residente de cirugia.

La fjacién y el tratamiento para microscopia
optica v electrénica, pese a los cuidados que se
describirdn a continuacién, no ofrecen dificultades y
dan buenos resultados. La separacion (teasing) de
fibras nerviosas puede ser efectuada facilmente por
un técnico con un corto adiestramiento. Los estudios
cuantitativos han sido simplificados bastante con la
aparicidén de aparatos magnéticos que s¢ encuentran
a la venta en ei mercado.

Sin embargo, la biopsia de nervio periférico no es
un procedimiento inocue, pues puede provocar défi-
cit neuroldgico en mayor o menor grade. Por lo
tanto, se deben tener ciertos cuidados en la eleccién y
en el tratamiento del nervio, para obtener del mate-
rial la mayor informacién posible y evitar al miximo
los artificios que dificultan la interpretacién de las
lesiones.
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Dyck y Lofgren sefialaron sets puntos a considerar
antes de efectuarse la biopsia de un nervio.' Con
base en ellos se establecieron los siguientes criterios:

1. El nervio en cuestidon debe verse afectado por la
enfermedad que presente el paciente, lo que pue-
de ser detectado clinicamente por cambios trofi-
cos de piel, atrofia muscular, alteraciones de la
sensibilidad y disminucién o ausencia de reflejos
tendinosos.

2. Debe haber poca variacién anatdmica en el ra-
vecto de este nervio y su acceso quiridrgico debe
ser facil.

3, Elriesgo de lesidon a estructuras adyacentes (vasos,
tendones o articulaciones) debe ser minimo.

4. Tamano del segmento a obtener:

a) Longitud: Para una biopsia de rutina, tratada
para microscopia optica, microscopia electra-
nica y teasing, es suficiente un segmento de 2
cm. Si se planean estudios bioquimicos, lo
ideal es obtener un segmento de 4 cm.

b} Anchura: En los casos de afeccién de la neuro-
na o de la mielina, basta un solo fasciculo del
nervio, Cuando sea posible debe preferirse la
biopsia fascicular a la biopsia total, pues pro-
voca menor déficit neuroldgico. Sin embargo,
en las enfermedades con lesiones en €l epineu-
10, v.g7., la poliarteritis nodosa, es indispensa-
ble practicar biopsia total,

5. Se debe evitar tomar nervios muy €xpucstos a
traumas de la vida diaria, {v.gr. el nervio peroneo
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comiin a la altura de la cabeza del peroné), para
que las caracteristicas de la entidad en estudio no
se vean oscurecidas por alteraciones de otro ori-
gen.

6. Se debe contar con el patrdn normal del nervio
estudiado en diversas edades, en lo que respecta
a espectros de diametro axonal, espesor de la
vaina de mielina o tamafio de espacios internoda-
les. Esos patrones son dtiles para comparaci6n con
el material patolégico que esté siendo analizado.

7. El nervio elegido debe poder ser utilizado para
estudios electrofisiolégicos en vivo.

El nervio mas comnmente sometido a biopsia es
¢l nervio safeno externo (sural de los anglosajones) a
la altura del tobillo, pues llena los criterios mencio-
nados. Es afectado con frecuencia en enfermedades
neurolagicas; tiene trayecto subcutineo poco varia-
ble vy largo, lo que permite la reseccién de grandes
segmentos. La separacidon de sus fasciculos es ficil ¥
su localizacién, entre el tendén de Aquiles y el
maléolo lateral, lo protege de traumas. Ademais, es
un nervio bien documentado en lo que toca a valores
normales para las diversas edades.?4 Sin embargo,
este nervio es relativamente grande y no es razona-
ble sacrificarlo en el caso de una biopsia total.

La técnica de biopsia del nervio safeno externo es
sencilla y solamente requiere anestesia local. La
incision debe ser paralela al tenddn de Aquiles, entre
este y el maléolo lateral y debe extenderse por 6 a B
cm proximalmente, a partirdel maléolo. El nervio se
encuentra sobre la fascia profunda, cerca de la vena
safena.®

El nervio safeno externo solamente conduce fi-
bras sensitivas y autonémicas. No es, por lo tanto, un
buen nervio elegible en las afecciones motoras, como
la esclerosis lateral amiotrdfica. En esos casos se
recomienda hacer una incisién longitudinal, cerca de
la altura media de la piemna, en la cara posterior,
donde esti el nervio, arriba o abajo de la fascia vy,
tomar ademis del segmento del nervio, un fragmento
de misculo estriado subyacente.5 Si solamente se
observan alteraciones en los nervios musculares, se ha
de deducir que las fibras en degeneracién son de
origen motor.’

Una alternativa es efectuar la biopsia del nervie
peroneo profundo; sin embargo, este nervio no so-
lamente contiene fibras motoras sine también sensiti-
vas. Ademis, es de localizacién muy profunda. Una
ventaja es que su seccibn no induce problemas mo-
tores importantes, pues denervaria principalmente al
extensor digitorum brevis.

Las alteraciones motoras son mejor estudiadas en
la sala de autopsias, pues entonces hay posibilidad de
tomar muestras de las raices anteriores de los nervios
espinales, constituides puramente de fibras motoras.

Cuando el nervio safeno externo no pueda ser
sometido a biopsia por problemas de cicatrizacién,
como en casos de varices, enfermedad arterial o
edema, hay que considerar otro nervio; el mais
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indicado es el radial superficial.*° Pero en general se
debe evitar practicar la biopsia de nervios del braze,
porque generalmente se ven menos afectados que los
de la pierna y el déficit funcional iatrogénico es més
notable,

Durante la biopsia importa tener presente los
siguientes puntos:

a) Pinzar o manipular el nervio solamente en sus
extremidades con la mayor delicadeza posible. El
maltrato del nervio puede volverle inadecuado
para el analisis (fig. 1).

b} Mantener la irrigacién al nervio tan intacta como
sea posible.

¢) Remover en primer lugar las muestras destinadas
a microscopia electrénica.

d) No pinzar ¢ usar cauterio en muestras elegidas
para estudios electrofisiolégicos.

e} Remover toda la grasa para facilitar la fijacion.

Fig. 1. Microgratia electrénica de un nervio safe-
no externc pinzado durante su extirpa-
cién. En la mayoria de las fibras es imposi-
ble reconocer el axén; las vainas de
mielina estdn desintegradas. X 4 300.

5i con la realizacion de la biopsia se va a provocar
una herida y un déficit en el paciente, lo menos que
puede esperarse es que ¢l nervio sea Gtil para el
diagnéstico, para la investigacion de la etiologia o
para dar base al tratamiento éptimo de la enferme-
dad. Es improcedente, por lo tanto, limitarse a
lanzar el nervio a un frasco con formol e incluirlo en
parafina. Los métodos histolégicos de ruting en el
nervio periférico son dtiles solamente en casos en que
la lesién primaria no sea de la célula nerviosa, por
ejemplo, en padecimientos inflamatorios, en las infil-
traciones tumorales, o en los cambios vasculares.
Pero si se quiere estudiar la célula nerviosa o la vaina
de mielina, deben emplearse otras procedimientos,

El formol distorsiona de tal manera las estructu-
ras nerviosas, que llega a impedir 1a interpretacién de
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alteraciones (fig. 2a y 2b). Uno de los mejores
fijadores es el glutaraldehido. Ohnishi v col.,!® en
una seric de experimentos, demostraron que este
aldehido preserva mejor los organelos intraaxonales
cuando estd preparado al 2 por ciento en amortigua-
dor de cacodilato 0.1M, pH 7.4, a la temperatura
ambiente, y sin la adicién de clorure de calcio.

Py

Fig. 2a. Micrograffa electrénica de una fibra ner-
viosa fijado en glutaraldehido ol 2%
en omortiguador de cacodilato. La estruc-
tura de la vaina de mielina y del ax6n estd
perfectamente preservado. X 22 000,

Fig. 2b. En controste, la fibra fijoda en formol
presenta artificios graves, como la con-
traccién del axén y su separacidn de la
vaina de mieling. Esta dltima se encuentra
también muy distorsionada. X 22 000.
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Los mismos autores también demostraron!! que
la preservacién de organelos empeora con el trans-
curso del tiempo entre la biopsia (o la muerte) y la
fijacion; diferencias en el nimero ds microtGbulos
fueron significativas a partir de seis horas de inter-
valo. Esos datos indican la importancia de la fijacién
temprana, principalmente en casos de autopsia. Si
no se tiene acceso al glutaraldehido, un fijador
también aceptable es el de Bouin, que preserva bien
los detalles celulares. Tiene la desventaja, sin embaT-
go, de endurecer el tejido y dificultar su corte si se
prolonga la fijacién por mis de doce horas.

Una vez removido el nervio, debe ser estirado
delicadamente sobre un pedazo de tarjeta y dejado
sin fijar por aproximadamente 30 segundos, para que
se adhiera (fig. 3). Después, nervio y tarjeta son

Fig. 3. El nervio debe ser adherido a una tarjeta
antes de lo fijacién, pora que no se retrai-
ga.

Fig. 4. El nervio tijodo sin estar previamente ten-
dide, v.gr., sobre una tarjeta, se retroe,
asumiendo aspecto en "acordedn”. Glees.
X 130,
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sumergidos en fijador durante dos a cinco minutos.
Esto impedird que el nervio se retraiga y asuma
aspecto de acordedn (fig. 4). Después de este tiempo
el nervio cs separado de la tarjeta y seccionado en
cilindros de 1 cm de largo por 1 mm de didmetro o
menos (fig. 5). En seguida se devuelven los segmentos
al fijador durante un lapso de una y media a dos
horas mas, (fig. 6).

Fig. 5. Cuando el nervio yo estd firme, es seccio-
nado en cilindros finos.

Fig. 6. La fijacién debe extenderse por una y
media a dos horas,

Terminando el tiempo de fijacion, el fragmento
es transferido al amortiguador, postfijado con
tetréxido de osmio, impregnado e incluido en resinas
plasticas, las cuales ya polimerizadas van a constituir
un bloque firme. De este bloque serin cortadas
secciones de 1 mm de espesor, las cuales serdn tefiidas
con azu}l de toluidina o paragén y observadas al
microscopio dptico.,

El matertal asi preparado permite al patdlo-
go identificar detalles gue no serian visibles en
las preparaciones obtenidas de bloques de parafina.
Por ejemplo, en la figura 7 se observa una seccion de
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. 5indrome de Guillain-Barré. Las vainas de
mielina se encuentran interrumpidas
segmentariomente, sugiriendo que hay
desmielinizacién. Luxol fast blue. X 280.
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Fig. 8. Sindrome de Guillain-Barré. Hay varios
axones normales, pero otros tienen la
vaina de mielina muy fina, lo que indica
remielinizacién (flechas). Algunos axones
estdn completamente desmielinizados
{cabeza de flecha).

un nervio inclutdo en parafina y tefiido por el méeodo
Kliiver-Barrera FEE para mielina.!? Hay areas del
nervio que no se tiflen, que son interpretadas como
focos de desmielinizacién. Sin embarge, una traccién
excesiva del nervio puede producir 1a misma aparien-
cia. Ya fijado el material en plastico (fig. 8) permite
ver que hay axones desmielinizados y remielinizados,
contiguos a otros de apariencia normal, vy en el
intersticio, macréfagos con restos de la mielina en el
citoplasma,

Otra desventaja de la inclusién en parafina es que
las muestras son tratadas con alcoholes y xilol, que
son solventes de los lipidos, y después calentadas a
58%C, que es la temperatura de fusién de la parafina.
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Fl nervio ¢s muy sensible a este tratamiento y por lo
tanto, presentara artificios. Por ejemplo, en seccio-
nes longitudinales de nervios incluidos en parafina,
1a mielina adquiere un aspecto clisico, en espina de
pescado, que antiguamente se interpretaba como
caracteristica de la arquitectura de la mielina y de la
llamada “neuroqueratina”. Hoy se sabe que este
aspecto es dado por la fijacién e inclusion en parafi-
na, que producen un artificio el cual, al microscopio
electrénico de transmisién, aparece como ireas de
desprendimiento dentro de la vaina de mielina.

El uso del microscopio electrénico en las biopsias de
nervio

Hay un aforismo en patologia de nervio periférico: §¢
no se observan lestones a nivel de microscopia optica,
serd improbable que haya alteraciones ultraestructu-
rales. Esta regla no es absoluta, pero indica que la
mayoria de los diagnésticos se pueden hacer solamen-
te usando secciones de 1 um. Hay, sin embargo,
ocasiones en que el microscopic electrdnico es indis-
pensable.

Se da un ejemplo en la figura 9, en la cual se ve
una secciéh de nervio incluido en parafina y tratado
con ¢l método de Marsland, Glees y Erikson.!® Los
axones estan tefiidos de negro, tienen didmetro irre-
gular y se interrumpen bruscamente. En esta seccién
es dudosa la degeneracién de axones. La microscopia
electrénica del mismo nervio ilustra que el axén, a
pesar de estar completamente desmielinizado, con-
serva su estructura normal (fig. 10).

El microscopio electrénico también es indispensa-
ble para el estudio de fibras amielinicas, que son
demasiado pequefias para ser examinadas al micros-

Fig. 10. Microgrofia electrénica del mismo nervio
de la fig. 9. El ax6n estd completamente
desmielinizade, pero no presenta signos
de degeneracién, X 11 000.

Fig. 11. Las fibras amielinicas son muy pegue-
fias (flechas) y son visibles solamente
bajo microscopia electrénica. X 10 000.

Fig. 9. Sindrome de Guillain-Barré. En las tincio-
nes de plata de secciones de nervios
incluidos en parafine, los axones pueden
aparecer interrumpidos (flechas), lo que
podria ser interpretado erréneamente co-
mo degeneracién axcnal. Gleas. X 280.
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Fig. 12. Rabia paralitica experimental. Se cbser-
va degeneracién axonal incipiente.
X 4 000.
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copio 6ptico; las mayores fibras amielfnicas apenas
rebasan una micra de didmetro (fig. 11).

Alteraciones axonales iniciales, como las ejempli-
ficadas cn la figura 12, también sélo pueden ser vistas
bajo el microscopio electrbnico, el cual igualmente
permite ver la presencia de agentes infecciosos de
pequefio tamafio, como el virus de la rabia, y la
presencia de cuerpos de inclusién, como en las
enfermedades de depdsito.

Separacion de fibras nerviosas (teasing)

Otro método para el estudio de los nervios periféricos
es la separacidn de fibras nerviosas, o teasing, térmi-
no de aceptacién internacional, En este procedi-
miento, el nervio es procesado como para microsco-
pia electrénica. La diferencia es que cuando ya est
impregnado de resina, no se le lleva a la estufa, sino
que se le mantiene a -15°C, con el objeto de retardar
al miximo la polimerizacién. De este nervio, tefiido
de negro con osmio y en el medio viscoso de la resina,
se separan fibras nerviosas individuales con microalfi-
res (fig. 18), bajo un microscopio de diseccién. Estas
fibras son montadas con la misma resina sobre un
porta cbjetos, y dejadas en una estufa a 60°C, por 24
horas para que se endurezca. Usando un microscopio
optico dotado de un micrfmetro ocular, se miden el
didmetro y el espacio internodal de Ia fibra y se
observan las condiciones del ax6n y de la vaina de
mielina (fig. 14). Se sabe que la longitud del espacic
internodal normal varia directamente con el didme-
tro axonal; sc puede, por lo tanto, mediante curvas
de regresién, valorar la ocurrencia de desmicliniza-
cidn y de alteraciones axonales.

Fig. 13. La separocién de fibras nerviosas (tea-
sing} se hace sobre una laminilla con dos
microalfileres, bajo un microscopio de
diseccién.
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Fig. 14. Fibra nerviosa gisloda. La flecha indica
un nedo de Ranvier. El segmento de
espacio internodal o la izquierda estd
remielinizado y posee una vaina de mie-
ling muy fina. El segmento a la derecha
tiene una vaina de mielina de espesor
normal, perc presenta desmielinizacién
incipiente en la regién parancdal {cobe-
za de la flecha). X 400.

En las fibras separadas se puede ver, como en las
secciones de 1 ym, la ocurrencia de desmielinizacién,
remielinizacién y degeneraci6n del axén. Tiene, sin
embargo, sobre las secciones de 1 um, las ventajas de
poder observar diversos segmentos de la misma fibra
¥ conocer el mismo proceso a lo largo de 1z fibra. Eso
es importante, por ejemnplo, en los casos de desmieli-
nizacién segmentaria. Otra ventaja es que gracias a
ciertas caracterfsticas se puede determinar en una
fibra regenerada, el proceso patolégico pre-existente.

Indicaciones de la biopsia de nervio periférico

¢Cuindo estd indicada la biopsia del nervio perifé-
rico y cuinde no? Esta es una pregunta de dificil
respuesta, y la decision debe ser tomada en cada caso
en particular.

No son muchas las enfermedades que producen
alteraciones morfol6gicas especificas en los nervios
periféricos. Esta lista incluye las enfermedades de
depdsito, con sus caracteristicas inclusiones, la ami-
loidosis y 1as enfermedades de la coligena, sobre todo
la poliarteritis nodosa. Hay otras enfermedades que
producen alteraciones caracterfsticas, pero no patog-
nomdnicas, que ayudan al diagnéstico eclfnico. Un
ejemplo es la dilatacién axonal con gran prolifera-
cién de neurofilamentos, que se observa en los casos
de adiccin a la inhalacion de solventes orginicos
y en la neuropatia axonal gigante, enfermedad here-
ditaria que afectz principalmente a nifies,’® Otro
ejemplo es la formacién en chscara de cebolla,
constrtuida por miikiples capas de células de Schw-
ann alrededor de fibras que sufrieron recurrencias de
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des y remielinizacién, como pasa en las enfermedades
de Dejerine-Sottas, Charcot-Marie-Tooth y Ref-
Suim. 16,17 .

Cuando el diagndstico clinico ya esti bien esta-
blecido, como en el caso de la diabetes, la biopsia del
nervio afiadira poco en relacién a la conducta a
seguir con el paciente y ademais, le acrecentara las
molestias que ya padece; no debe, por lo tanto, ser
realizada, a menos que el caso en particular lo
amerite, por presentar sintomatologia clinicamente
no explicable.

En la sala de autopsias, el enfoque es diferente:
existe la posibilidad de representar histolégicamente
varios nervios, que serian, de otra manera, inaccesi-
bles. La toma de nervios en autopsias debe ser defen-
dida, pues la investigacién en este campo llevard a
mejores métodos de diagndstico y tratamiento.,
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