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RESUMEN: Numerosos estudios reflejan vinculos entre la inervacion sensitiva y el desarrollo de la estructura 6sea mandibular.
Con la finalidad de obtener un modelo in vivo para estudiar el efecto de la alteracion de la inervacion sensitiva sobre el crecimiento
mandibular, se propone un acceso quirtirgico al nervio alveolar inferior que evita dafiar las estructuras muasculo-esqueléticas considera-
das esenciales en el crecimiento craneofacial. El modelo utilizado fue el conejo New Zealand White post-destetado. Primera etapa: se
realizé un estudio mediante diseccidon anatémica para elegir una via de acceso quirtrgico. Se eligi6 el acceso por la regién submandibular.
Desde esta zona, se accede al nervio en su punto de ingreso al canal mandibular, entre la rama mandibular y el misculo pterigoideo
medial. Segunda etapa: Se utilizaron 12 especimenes a los cuales se aplic6 el procedimiento quirdrgico disefiado con ayuda y supervision
veterinaria. Posteriormente, los animales fueron controlados bajo condiciones estandarizadas durante 90 dias. Se evaluaron los siguien-
tes aspectos: 1. Progreso de curacion de herida quirtirgica; 2. Se utilizé un protocolo de valoracion de aplicabilidad del disefio quirdrgico
basado en las directrices generales de Morton y Griffitt para deteccién de dolor y disconfort en animales de experimentacion y las
directrices especificas del Southwestern Medical Center para evaluacion de dolor y disconfort en conejos. Segtin los pardmetros analiza-
dos, no se observaron valores indicadores de inaplicabilidad del protocolo propuesto. El progreso de la herida quirtrgica se considerd
normal. Estudios que analizan la participacion de la inervacion sensitiva en aspectos fisiol6gicos mandibulares muestran vias quirdrgicas
para modificar la estructura nerviosa que implican alteraciones musculoesqueléticas. El procedimiento aqui presentado preserva estas
estructuras y es bien tolerado por este animal en etapas tempranas de crecimiento. En consecuencia resulta una alternativa viable para
estudiar la participacion de la inervacién sensitiva en el crecimiento mandibular.

PALABRAS CLAVE: Morfologia; Nervio; Mandibula; Crecimiento craneofacial.

INTRODUCTION

Numerosos trabajos reflejan un vinculo entre el ner-
vio alveolar inferior y aspectos del desarrollo de la estructu-
ra 6sea mandibular. Asi, morfolégicamente, se ha detectado
un patrén de inervacién especifico para cada grupo dentario
en mandibulas humanas y esto se ha relacionado con aspec-
tos bioldgicos de la formacién alveolo-dentaria incluyendo
los fendmenos de maduracién y erupcion dentaria (Andersen

et al., 2004; Chiego 1995; Parner et al., 2002). Ademads, se
ha observado anquilosis entre diente y hueso tras el corte y
la remocién de un segmento del nervio alveolar inferior
(Fujiyama et al., 2004). En el aspecto molecular, se ha des-
crito la expresién de neurotrofinas en lineas celulares
osteoblasticas de ratones (Nakanishi ef al., 1994). De esta
neurotrofinas, el Factor de Crecimiento Neural (NGF) y el
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Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro (BDNF) se han
asociado a actividad mitogénica sobre componentes celula-
res de la mandibula (Tsuboi et al., 2001). También se ha
relacionado a las neurotrofinas con la reparacién de fractu-
ras 6seas y regeneracion de tejidos duros periodontales
(Kurihara ef al., 2003). La expresién de estas neurotrofinas
se modifica cuando la estructura nerviosa relacionada es
danada (Obata et al., 2002; Fukuoka et al., 2001). Por otra
parte, se ha observado una contribucién relevante de la
inervacion sensitiva en las reacciones hemodindmicas de la
vascularizaciéon mandibular (Olgart, 1992). Finalmente, se
ha establecido una relacion de retroalimentacién entre la
accién masticatoria y la sensibilidad propioceptiva del liga-
mento periodontal, la cual es conducida por el nervio
alveolar inferior (Lavigne et al., 1987; Willis & DiCosimo,
1979; Van Steenberghe, 1979). Este dato relaciona la sensi-
bilidad mandibular con la funcién masticatoria. Conside-
rando la importancia del factor funcional en el crecimiento
mandibular, se puede establecer una relacién indirecta en-
tre la inervacidn sensitiva propioceptiva y el crecimiento y
desarrollo mandibular.

Son numerosos y variados los elementos que partici-
pan en el crecimiento y desarrollo de la estructura dsea
mandibular. De estos, los factores funcionales, determinan
el desarrollo del hueso hacia su madurez (Enlow & Hans,
1998). Al respecto, existen numerosas pruebas que nos per-
miten reconocer la influencia de la funcién sobre el creci-
miento craneofacial, algunas observadas clinicamente y otras
derivadas de estudios experimentales. De la observacion
clinica podemos nombrar los hédbitos de succion digital
(Sanchez-Molins et al., 1997), respiraciéon bucal (Oulis et
al., 1994; Gola et al., 2000) y deglucién anormal (Almeida
& Ursi, 1990), los cuales modifican la estructura 6sea debi-
do a la funcién alterada. Experimentalmente, se ha demos-
trado que una modificacién de la accidén neuromuscular jue-
ga un rol importante en el crecimiento y desarrollo
craneofacial. Por ejemplo, Sinsel ef al. (2002) demostraron
que la afeccidn unilateral del nervio facial en conejos, mo-
difica la posicién mandibular. De lo anterior, se desprende
que la conservacién del componente neuromuscular tiene
un rol critico en el disefio de un protocolo experimental cuyo
objetivo sea determinar la influencia de algtin elemento so-
bre el crecimiento dseo.

El objetivo de este trabajo es presentar un modelo in
vivo para estudiar la influencia de la alteracién quirdrgica
de la inervacién sensitiva sobre la morfologia 6sea de man-
dibulas en crecimiento. Para ello se ha disefiado un protoco-
lo quirdrgico conservador que no dafia las estructuras mus-
culo-esqueléticas, mediante estudio por diseccién anatémi-
ca. Posteriormente se ha aplicado este procedimiento a
especimenes en una etapa temprana de crecimiento.
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MATERIAL Y METODO

El modelo animal seleccionado para esta investiga-
cion fue el conejo New Zealand White una semana después
del destete. Se ha elegido este animal por que ha sido utili-
zado en numerosos trabajos como modelo de estudio de
crecimiento mandibular (Sarnat & Shanedling, 1965; Babler
et al., 1982; Sinsel et al.; de Abreu et al., 2006). En una
primera etapa y debido a la necesidad de acceder a la
inervacion sensitiva de la mandibula de conejo sin provocar
ruptura de tejidos que puedan incidir en el crecimiento 6seo,
se estudid un acceso quirdrgico mediante ensayo por disec-
ci6én anatomica con colaboracidén veterinaria, en el
estabulario de animales de experimentaciéon del Campus
Bellvitge de la Universidad de Barcelona. En el modelo ani-
mal seleccionado, el nervio y vasos alveolares inferiores
ingresan al hueso por medio de un conducto que comienza
en la cara interna mandibular, en el limite entre rama y cuer-
po mandibular. En este punto, el nervio estd cubierto por el
musculo pterigoideo medial. Esta zona, entre hueso y mus-
culo, se puede denominar espacio pterigomandibular (Fig.
1). Como muestra la Figura 2, el punto de acceso elegido
fue extraoral, regién submandibular, en una zona adyacente
al borde inferior de la mandibula. Para llegar al espacio
pterigomandibular por esta via, primero se debe encontrar
un 4rea pequefia del borde inferior de la mandibula que esta
libre de inserciones musculares. Esta zona pertenece a la
regiéon molar mandibular y se encuentra a lateral del vientre
anterior del musculo digdstrico y a ventral de la arteria y
vena facial (Fig. 2) en el punto que estas pasan por el borde
inferior del hueso hacia la cara. Luego, realizando una inci-
sién en piel y fascia de recubrimiento, se debe acceder a
través del espacio ubicado entre el cuerpo de la mandibula y
el vientre anterior del musculo digéstrico, con una direc-
cion de aproximadamente 45° de inclinacién posterior res-
pecto al borde inferior del cuerpo de la mandibula. El inicio
del canal mandibular estard aproximadamente a 2 cm de pro-
fundidad en el espacio pterigomandibular (Fig. 1). Colocar
en el hocico del animal una torunda de algodén, o algin
elemento que separe la mandibula del maxilar, contribuye a
desplazar el musculo pterigoideo medial hacia posterior.
En este punto el nervio puede ser separado del componente
vascular, tal y como se muestra en la Figura 2, sin dafio a las
estructuras musculares ni 6seas. Los nervios motores de los
musculos de la zona intervenida no se ven afectados por
que estos no se describen en la zona de acceso seleccionada.
Para realizar el procedimiento descrito fue necesario utili-
zar instrumental de microdiseccién y quirtirgico convencio-
nal. También se disefiaron separadores con acero quirdrgico
de un tamafio lo suficientemente pequefio y manipulable
como para permitir el acceso adecuado hacia al nervio
alveolar inferior. Ademas, fue necesaria la creacion de un
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Fig. 1. Visién de la region pterigomandibular de conejo New Zealand White. En
color zona de interés. Los vasos arteriales han sido inyectados con ldtex negro.
Se observan las estructuras vasculares y nerviosas de la regién, implicadas en el
protocolo quirtrgico descrito en el texto. La flecha negra indica la zona de acce-
so al nervio dentario inferior, cercano a su entrada al conducto mandibular.
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Fig. 2. Visién inferior de la zona de acceso al nervio dentario inferior. Los vasos
arteriales han sido inyectados con litex negro. En la imagen se observa como se
ha alcanzado el nervio mediante un instrumento disefiado para este fin y sin
dafiar estructuras musculo-esqueléticas.

gancho especial para lograr acceder al nervio,
cogerlo y separarlo del resto de las estructuras
como muestra la Figura 2.

En una segunda etapa, una vez aproba-
do por el Comité de Etica en experimentacion
animal de la Universidad de Barcelona y la
Generalitat de Catalunya (Espafia), el procedi-
miento fue aplicado bajo supervision veterina-
ria a 12 conejos New Zealand White post-
destetados de aproximadamente 7 semanas de
vida (6 machos y 6 hembras). Todos los anima-
les fueron pesados en una balanza digital in-
mediatamente antes del procedimiento quirtr-
gico. La region submandibular fue depilada y
desinfectada con alcohol 70°. Para el procedi-
miento quirdrgico, los animales fueron someti-
dos a anestesia general, primero mediante una
mezcla de Ketolar® (40mg/Kg) y Xilacina®
(5mg/Kg) por via intramuscular. Posteriormen-
te se realizé un acceso intravenoso con una ca-
nula de teflén 22G en la vena marginal de la
oreja la cual se conectd a un suero Ringer
Lactato y a una jeringa con 5 ml de Ketolar®.
El rango de dosis anestésica utilizada por esta
via vari6 desde una aplicacioén inicial de 2,5 ml
hasta un maximo de Sml por animal. Se aplic
analgesia intraoperatoria. Para ello se utilizé una
dosis de 0,2ml de Buprex® (0,005mg/kg) por
via subcutdnea.

Siguiendo el disefio quirtrgico, se reali-
z6 una incisién de aproximadamente 2 cm en
sentido antero-posterior en la zona cutdnea so-
bre el borde inferior de la mandibula por delan-
te de un surco que delimita el cuerpo mandibular
de la rama. Luego de la separacién del plano
cutaneo, la incision se extendi6 0,5 cm mads ha-
cia al plano posterior sobre los vasos faciales
con ayuda de tijeras de diseccion. Posteriormen-
te, mediante incision de la fascia de recubrimien-
to y con ayuda de instrumental disefiado para
tal efecto, se accedio al nervio alveolar inferior
en la zona de entrada al conducto mandibular
en el espacio pterigomandibular ya descrito.
Con ayudade instrumental de microdiseccién
se pinzo6 el nervio y se le realizaron dos cortes
transversales de forma que se extrajo aproxi-
madamente Smm del nervio. Finalmente se rea-
lizaron dos suturas: una profunda de tipo conti-
nuo para la fascia de recubrimiento inmediata-
mente sobre el plano muscular y una cutdnea
discontinuo, ambas con material reabsorbible 3-
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Tabla I: Valoracion de Morton y Griffiths para reconocer dolor, estrés y disconfort en animales de experimentacion.

PARAMETROS EVALUADOS

COMPORTAMIENTO EN RESPUESTA A LA

., ASPECTO DEL ANIMAL COMPORTAMIENTO NO PROVOCADO
Puntuacion MANIPULACION

0 Normal Normal Normal

1 Piel o pelo en mal estado respecto a Pequefios cambios, respecto a Pequeiios cambios, respecto a
los animales no intervenidos animales no inter venidos. animales no intervenidos
Piel o pelo en mal estado y presencia .. Cambios moderados respecto a

2 . Inactividad. . . .
de secreciones nasales y/o oculares animales no intervenidos.

3 Postura anormal Animal muy inquieto o inmévil. Animal agresivo o comatoso.

0 (Vicryl®). Terminado el procedimiento quirdrgico, a cada
animal se le administré 0,2ml de Metacam® 5mg/ml por
via subcutdnea como medida de analgesia y 0,5ml de
Enrofloxacino® por via intramuscular como antibioterapia.
Esta medicacion se repiti6 cada 24 horas durante los 3 dias
posteriores a la cirugia. Los especimenes sometidos al proce-
dimiento quirtrgico descrito fueron mantenidos durante 90
dias a partir del dia de la intervencién bajo supervision ve-
terinaria en el estabulario (bioterio) del Campus de Bellvitge
de la Universidad de Barcelona en el cual se mantienen
estandarizadas las condiciones de espacio, alimentacion, luz
y temperatura. Ademds, como medida cautelar, los anima-
les fueron alimentados durante los primeros 3 dfas con pienso
reblandecido con agua. Los especimenes fueron visitados
diariamente durante los primeros 10 dias para revisién y
desinfeccidn local de la sutura y control de peso. Para fines
descriptivos, durante el periodo de observacion de la herida
se analizaron los siguientes pardmetros:

Sensibilidad a la palpacién: a partir del décimo dia
se realizé una suave manipulacion del drea intervenida para
evaluar la sensibilidad a la palpacién. Esta exploracion se
repitié cada dos dias y se reiterd hasta que no se detectd
reaccion adversa en el espécimen, momento que fue regis-
trado. Este animal es bastante colaborador y permite una
manipulacién 6ptima para medir este pardmetro. La palpa-
cidn se realiz6 de delante hacia atrds, desde el cuerpo de la
mandibula hacia el &ngulo mandibular en dos ocasiones su-
cesivas. El registro positivo de molestia es rdpidamente
detectable por que el animal reacciona con un movimiento
brusco tipo sacudida.

Caida de sutura cutdnea. Se registré el momento en
el que el animal ya no mostraba evidencia de sutura superfi-
cial.

Para evaluar la aplicabilidad del procedimiento, se
evaluaron dos aspectos. En primer lugar, durante el periodo
de observacion los animales fueron analizados de acuerdo a
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una modificacién del protocolo propuesto por Morton &
Griffiths (1985), desarrollado para reconocer dolor, estrés y
disconfort en animales de experimentacién y que implica
el control del estado general del animal de acuerdo a los
pardmetros indicados en la Tabla I. De este andlisis deriva
una puntuacién la cual se obtiene de la suma de los 3
pardmetros observados. Los criterios aplicados segun este
protocolo son los siguientes: Cualquier animal con una pun-
tuacién igual o superior a 4 durante los dias de observacién
es eliminado del procedimiento y sacrificado mediante
sobredosis de anestesia con Pentothal sédico® intravenoso,
siempre utilizando previamente anestesia con Ketolar®
(40mg/Kg) y Xilacina® (5mg/Kg) por via intramuscular.
Los animales con puntuacién mayor de 0 y menor a 4 son
colocados bajo cuidado veterinario, quien toma la decisién
de reincorporacion del animal al grupo experimental. El se-
gundo pardmetro analizado fue el peso. Este aspecto fue
evaluado previamente a la intervencion quirirgica experi-
mental y luego fue controlado diariamente hasta el décimo
dia postquirdrgico y posteriormente una vez a la semana
hasta el cumplimiento de los 90 dfas. El criterio establecido
para controlar este aspecto estd basado en las directrices para
identificacién y manejo de dolor en conejos de experimen-
tacion recomendadas por el Southwestern Medical Center
ITACUC (Guidelines for the quantitative assessment of pain
or distress in rabbits, 2007), citado también por el American
College of Laboratory Animal Medicine (ACLAM Task
Force Members et al., 2007) y es el siguiente:

a. Si se observaba una pérdida de peso inferior al 10% el
animal se mantiene en observacion y se aplican las medidas
correctivas necesarias: Supervisién veterinaria, revision de
la cantidad de alimento ingerido diariamente y observacion
de las heces.

b. Si el animal tiene una pérdida entre el 10 y el 20% del
peso, se mantiene en observacion y se aplican las medidas
correctivas necesarias: Supervisién veterinaria, revision de
la cantidad de alimento ingerido diariamente y observacion
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de las heces. Aplicacién de protocolos de antibioterapia,
corticoterapia y/o analgesia en caso necesario.

c. Si el animal presenta una pérdida de peso superior al 20%
es eliminado del experimento y sacrificado mediante proto-
colo de eutanasia utilizando el protocolo de sobredosis
anestésica indicado anteriormente.

Finalmente, los pesos de estos especimenes fueron
comparados con el obtenido de 7 animales sanos sin inter-
venir y mantenidos bajo condiciones similares en el mismo
laboratorio. Para ello se utiliz6 el programa estadistico
Statgraphic Plus 5.1® Estos datos también fueron compara-
dos con una curva de peso orientativa para este espécimen
obtenida de Harlan Laboratories, empresa internacional re-
lacionada con la crianza y mantencion de animales de expe-
rimentacion (RMS Reserch Models , 2009).

RESULTADOS

En relacién al progreso de la curacién superficial de la zona
intervenida, todos los animales tuvieron una reaccion ad-
versa a la palpacién el décimo dia. Estas reacciones fueron
desapareciendo progresivamente hasta que se dejaron de
observar el dia 22. En relacion a la caida de la sutura, éstas
se dejaron de observar entre la 4a y 6a semana. La reapari-
cion del pelaje no fue problema para realizar esta visualiza-
cién. Un animal mostré una puntuacién 3 de acuerdo al pro-
tocolo de Morton y Griffiths debido a una infeccién en el
oido medio y fue descartado del grupo experimental. El res-
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to de los animales fueron puntuados con “0”. En relacién al
control de alimentacién y peso, no se observaron eventos
que implicaran la suspension del protocolo. La media de
aumento de peso obtenida por los animales experimentales
desde el dia del procedimiento fue de 2,78 kilos con un peso
promedio inicial de 1,93 kilos. Los animales controles au-
mentaron en promedio 2,72 kilos, con un peso promedio
inicial de 1,85 kilos. La comparacién de los pesos finales
entre grupos experimentales y controles no mostraron dife-
rencias estadisticamente significativas (p-value: 0,622979).
La comparacién entre la distribucién del peso entre estos
dos grupos tampoco mostréd diferencias significativas (p-
value: 0,935072). La Fig. 3 grafica la distribucién de esta
informacién.

DISCUSION

Para estudiar los efectos provocados por la altera-
cion de la inervacion sensitiva sobre aspectos fisioldgicos
mandibulares en ratas, autores como Atsumi et al. (1999) y
Fujiyama et al., utilizan un acceso quirdrgico extraoral para
llegar al nervio alveolar mediante seccién del plano cutdneo
y muscular con creacién de una ventana 6sea en la rama
mandibular. Este procedimiento es utilizado por varios otros
autores en estudios con objetivos similares (Atsumi et al.,
2000a, 2000b; Yamashiro et al., 2000; Fristad et al., 1995).
Por otro parte, Berggreen et al. (2001), para estudiar el efecto
de la denervacién sobre la reimplantacién de dientes, utiliza
la via intraoral con perforacion dsea utilizando fresas qui-
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Fig. 3. En A, gréfica de pesos de conejos experimentales y controles registradas semana a semana durante el periodo de observacién. En B,
curva de pesos obtenida de la Web de Harlan Laboratories (RMS Reserch Models) del mismo animal. La flecha negra indica el momento
aproximado en el que fueron intervenidos los animales distribuidos en la imagen A. Como se puede observar, las diferencias entre ambos
graficos no son significativas. cm: conejo macho; ch: conejo hembra; cmc: conejo macho control; che: conejo hembra control.
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rirgicas para alcanzar el nervio alveolar. Como se puede
observar, el protocolo aplicado por estos autores implica la
ruptura de elementos considerados claves para el crecimiento
y desarrollo maxilofacial tanto muscular como 6seo (Moss
1968, Enlow & Hans). El trabajo aqui presentado propone
un acceso quirdrgico que evita el dafio a las estructuras tan-
to musculares como esqueléticas permitiendo aislar el posi-
ble efecto de la seccion quirdrgica de la inervacién sensitiva
sobre el crecimiento mandibular. De esta forma, se puede
determinar si las diversas consecuencias que provoca la al-
teracion de la inervacion sensitiva sobre el hueso descritas
en la literatura (Olgart; Fristad ef al.; Parner et al.; Andersen
et al., Kurihara et al.) son fendmenos que pueden inducir
modificaciones importantes en el crecimiento o son com-
pensados de alguna forma.

El andlisis de los resultados obtenidos de los proto-
colos de evolucién postquirtrgico aplicados revela que el
procedimiento disefiado fue bien tolerado por este animal
en el periodo post-destete. No se observaron alteraciones en
otras ramas del nervio trigémino como la documentada por
Tsuboi et al. (2004) quienes describieron hiperalgesia del
nervio maxilar posterior a la transeccion del nervio alveolar

inferior en ratas. En cuanto a la apariciéon de una afeccion
en el oido medio en uno de los animales, no se ha encontra-
do posible relacién entre este fenémeno y el procedimiento
aplicado. En conclusién, el modelo animal y el acceso qui-
rirgico aqui propuesto son una alternativa viable para reali-
zar estudios de crecimiento y desarrollo mandibular cuando
el objetivo es estudiar el efecto de la alteracién de la princi-
pal inervacién sensitiva sobre la estructura mandibular y sus
anexos sin comprometer elementos musculares y
esqueléticos relevantes.
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VALDIVIA, G. I.; LOZANO, L. V. & MANZANARES, M. C. Sensitive innervation and mandibular growth: A novel proposal for a
surgical access to inferior alveolar nerve preserving musculoskeletal health in post-weaned New Zealand White Rabbit. Int. J. Morphol.,
28(3):861-868, 2010.

SUMMARY: Numerous studies have shown links between sensory inervation and mandibular bone development. In order to
obtain an in vivo model to study the effect of altered sensory innervation on mandibular growth, a surgical approach for the inferior
alveolar nerve transsection is proposed. This procedure avoids damage to muscular or skeletal structures that are considered essential in
craniofacial growth. New Zealand White rabbits post-weaning were used. First stage: morphological study by anatomical dissection for
choosing a surgical portal. The access chosen for the intervention was the submandibular region. From this area, it is possible to access
the point where the nerve is entering into the mandibular canal, between the Ramus Mandibular and the Medial Pterygoid Muscle.
Second stage: 12 specimens were submitted to the proposed surgical procedure under veterinary supervision. Subsequently, the animals
were monitored under standard conditions for 90 days. The following aspects were evaluated: 1. Surgical wound healing; 2. A double
protocol for assessing applicability of surgical design was used. The first was based on Morton and Griffitt general guidelines to detect
pain and discomfort in experimental animals and the second was based on the Southwestern Medical Center guidelines for evaluation of
pain and discomfort in rabbits. The progress of the surgical wound was considered normal. According to the parameters analyzed, the
values obtained indicate that the protocol is applicable to the surgical procedure. Studies examining the contribution of sensory inervation
concerning physiological aspects of the mandibular bone employ surgical methods to modify the nervous structure, thus provoking
musculoskeletal disorders. The procedure presented here preserves these structures and is well tolerated by the animal in early stages of
growth. For that reason, this method is a feasible alternative for studying the participation of sensory innervation in mandibular growth.

KEY WORDS: Morphology; Nerve; Mandible; Craniofacial growth.
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