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Resumen 
 

El objeto de este proyecto de investigación ha sido desarrollar un modelo 

experimental para lesiones selectivas preganglionares del tronco superior del plexo 

braquial mediante la reparación basada en una transferencia del nervio frénico para el 

nervio musculocutáneo y esclarecer, mediante un análisis comparativo, las diferencias en 

los resultados obtenidos tras la interposición de tres tipos de injertos nerviosos diferentes 

en la reparación de la lesión; al mismo tiempo que pretendemos incorporar una opción de 

reconstrucción mediante interposición en la lesión de tejido nervioso acelular como 

soporte estructural para un cultivo de células troncales mesenquimales procedentes de 

médula ósea.  

 

42 ratas Wistar-Lewis se sometieron a una lesión de las raíces C5 y C6 en la 

extremidad anterior derecha mediante la escisión de un segmento de 3 mm de ambas 

raíces a nivel del agujero intervertebral, seguido de una transferencia del nervio frénico al 

nervio musculocutáneo asociado con la interposición de tres tipos de injerto nervioso: 

grupo control (autoinjerto), grupo experimental A (tejido nervioso acelular) y grupo 

experimental B (tejido nervioso acelular + células troncales mesenquimales). Las ratas se 

distribuyeron aleatoriamente en los grupos. 

 

Mediante la reparación con células troncales mesenquimales incorporadas a tejido 

nervioso acelular buscamos incrementar el potencial de recuperación que tiene de manera 
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aislada el injerto acelular, tratando de equipararlo a los resultados obtenidos con el injerto 

autólogo. El objetivo es lograr un tejido que permita minimizar la morbilidad quirúrgica, 

puesto que no haría necesario sacrificar tejido nervioso funcional y constituya un banco 

ilimitado de tejido en los casos en los que no existen nervios donantes. 

 

Después de 12 semanas se realizó un registro electrofisiológico para medir la 

amplitud y latencia del potencial de acción nervioso y del potencial de acción motor 

compuesto. El injerto de nervio se estudió mediante microscopía electrónica, el músculo 

bíceps mediante análisis histológico y la mitad proximal del injerto nervioso (grupo 

experimental B) mediante análisis de fluorescencia. 

 

Se encontraron reducciones estadísticamente significativas en la latencia del 

potencial de acción motor compuesto entre el grupo control y ambos grupos 

experimentales y aumentos en la amplitud del potencial de acción motor compuesto entre 

los grupos control y experimental B, así como en el grosor de la vaina de mielina entre los 

grupos control y ambos grupos experimentales y en el área de la vaina de mielina entre 

los grupos control y experimental A (P < 0.05). No se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre los grupos experimentales A y B. 

 

 

 

 

Palabras clave: Plexo braquial, reinervación, transferencia nerviosa del nervio frénico 

ipsilateral, injerto nervioso acelular, células troncales mesenquimales procedentes de 

médula ósea.  
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Resumo 
 

O obxecto deste proxecto de investigación ten como finalidade desenvolver un 

modelo experimental para lesións preganglionares selectivas do tronco superior do plexo 

braquial mediante a reparación baseada nunha transferencia do nervio frénico ao nervio 

musculocutáneo e aclarar, mediante unha análise comparativa, as diferenzas nos 

resultados obtidos despois da interposición de tres tipos diferentes de enxertos nerviosos 

na reparación da lesión; Ao mesmo tempo, pretendemos incorporar unha opción de 

reconstrución interpoñendo na lesión tecido nervioso acelular como soporte estrutural 

para un cultivo de células troncais mesenquimais da medula ósea. 

 

42 ratas Wistar-Lewis foron sometidas a una lesión nas raíces C5 e C6 no membro 

anterior dereito por escisión dun segmento de 3 mm de ambas raíces ao nivel do foramen 

intervertebral, seguido da transferencia do nervio frénico ao nervio musculocutáneo 

asociado a interposición de tres tipos de enxerto nervioso: grupo control (autoenxerto), 

grupo experimental A (tecido nervioso acelular) e grupo experimental B (tecido nervioso 

acelular + células troncais mesenquimais). As ratas distribuíronse aleatoriamente nos 

grupos. 

 

A reparación con células nai mesenquimais incorporadas ao tecido nervioso 

acelular ten como obxectivo aumentar o potencial de recuperación do enxerto acelular 

illado, intentando igualalo cos resultados obtidos co enxerto autólogo. O obxectivo é 
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lograr un tecido que permita minimizar a morbilidade cirúrxica, xa que non faría 

necesario sacrificar o tecido nervioso funcional e constitúa un banco de tecidos ilimitado 

nos casos en que non hai nervios doadores. 

 

Despois de 12 semanas, realizouse un estudo electrofisiolóxico para medir a 

amplitude e a latencia do potencial de acción nervioso e do potencial de acción motor 

composto. O enxerto nervioso estudouse mediante microscopía electrónica, o músculo 

bíceps mediante análise histolóxico e a metade proximal do enxerto nervioso (grupo 

experimental B) mediante análise de fluorescencia. 

 

Atopáronse reducións estatisticamente significativas na latencia do potencial de 

acción motor composto entre o grupo control e os dous grupos experimentais e aumentos 

na amplitude do potencial de acción motor composto entre o control e o grupo 

experimental B, así como no espesor da vaiña de mielina entre os grupos control e os 

dous grupos experimentais e na área da vaíña de mielina entre os grupos control e 

experimental A (P < 0.05). Non se atoparon diferenzas estatisticamente significativas entre 

os grupos experimentais A e B. 

 

 

 

 

Palabras clave: plexo braquial, reinervación, transferencia ipsilateral de nervio frénico, 

enxerto de nervio acelular, células troncais mesenquimais da medula ósea. 
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Abstract  
 

The object of this research project aims to develop an experimental model for 

selective preganglionic lesions of the upper trunk of the brachial plexus through repair 

based on a transfer of the phrenic nerve to the musculocutaneous nerve and to clarify, 

through a comparative analysis, the differences in the results obtained after the 

interposition of three different types of nerve grafts in the repair of the injury; At the 

same time, we seek to achieve a reconstructive option by interpositioning in the lesion the 

acellular nerve tissue as a structural support for a culture of mesenchymal stem cells from 

bone marrow. 

 

42 Wistar-Lewis rats underwent a C5-C6 lesion in the right forelimb by excising a 

3 mm segment from both roots at the level of the intervertebral foramen, followed by a 

phrenic nerve transfer to the musculocutaneous nerve associated with the interposition of 

a three types of nerve graft: control group (autograft), experimental group A (acellular 

nervous tissue) and experimental group B (acellular nervous tissue + mesenchymal stem 

cells). The rats were randomly distributed into the groups. 

 

Repair with mesenchymal stem cells incorporated into acellular nervous tissue 

aims to increase the recovery potential of the acellular graft in isolation, trying to match it 

with the results obtained with the autologous graft. The objective is to achieve a tissue 

that allows surgical morbidity to be minimized, since it would not make it necessary to 
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sacrifice functional nervous tissue and constitutes an unlimited tissue bank in cases in 

which there are no donor nerves. 

 

After 12 weeks, an electrophysiological record was performed to measure the 

amplitude and latency of the nerve action potential and the compound motor action 

potential. Nerve graft was studied by electron microscopy, the biceps muscle by 

histological analysis and the proximal half of the nerve graft (experimental group B) by 

fluorescence analysis. 

 

Statistically significant reductions were found in latency of the compound motor 

action potential between control group and both experimental groups and increases in the 

amplitude of the compound motor action potential between groups control and 

experimental B, as well as in the thickness of the myelin sheath between control group 

and both experimental groups and in the area of the myelin sheath between groups 

control and experimental A (P < 0.05). No statistically significant differences have been 

found between experimental groups A and B. 

 

 

 

 

Key words: Brachial plexus, reinnervation, ipsilateral phrenic nerve transfer, acellular 

nerve graft, mesenchymal stem cells from bone marrow.  
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Introducción 

 

La lesión del plexo braquial es una patología crónica devastadora para el ser humano, 

puesto que ocasiona una limitación tanto sensitiva como motora de la extremidad 

superior, mermando en un alto grado la capacidad del individuo para el desarrollo de 

una actividad laboral normal y limitando en gran medida su autonomía personal y su 

calidad de vida1. En muchas ocasiones, en función del nivel de la lesión, puede asociarse 

con la presencia de dolor crónico de características neuropáticas o alteraciones 

disautonómicas.  

 

Las lesiones selectivas de las raíces C5 y C6 son extremadamente limitantes porque 

afectan al control del hombro por la pérdida de los nervios supraescapular y axilar y a la 

flexión del codo, por la pérdida del nervio musculocutáneo2. Estos tres nervios son de 

vital importancia para el correcto funcionamiento de las extremidades superiores.  

 

Numerosos autores consideran la reparación de la flexión del codo y la estabilización 

del hombro como prioritarias en la reparación de las lesiones del plexo braquial, seguidas 

de la extensión del codo, la abducción del brazo, la extensión de la muñeca y los dedos, la 

flexión de la muñeca y los dedos y por último el restablecimiento de las funciones 

derivadas del nervio cubital en la mano3. 
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Es una patología que se produce en su mayor parte por accidentes de tráfico, 

accidentes deportivos o accidentes laborales, por lo que afecta a población joven y activa, 

lo que hace que sus consecuencias sociales y económicas sean extremadamente altas4. 

 

Hasta la década de los años 70 las técnicas quirúrgicas existentes para el tratamiento 

de las lesiones del plexo braquial eran extremadamente rudimentarias. Las opciones 

terapéuticas combinaban la artrodesis, con la amputación de la extremidad afecta y la 

colocación de prótesis y ortesis, obteniéndose una pobre mejora funcional. No fue hasta la 

aparición de las técnicas descritas por Millesi5 de injerto nervioso fascicular cuando se 

comenzaron a desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de esta 

patología, proporcionando resultados esperanzadores. A partir de aquí se implementaron 

nuevas técnicas diagnósticas y quirúrgicas mucho más agresivas, asociadas a una 

importante comorbilidad secundaria, como las transferencias tendinosas o las 

neurotizaciones, que a pesar de las mejoras proporcionadas no han logrado un 

restablecimiento completo de la función de la extremidad2,6. 
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Justificación del proyecto 

 

La lesión traumática del plexo braquial supone un gran reto quirúrgico. En 

numerosas ocasiones nos enfrentamos a un lesión de difícil abordaje, asociada a pérdida 

de tejido nervioso o a una lesión nerviosa proximal por elongación o arrancamiento que 

imposibilita la neurorrafia simple. En los casos de pérdida de tejido nervioso, la 

neurorrafia con interposición de injertos nerviosos es una de las opciones terapéuticas 

más utilizadas. Sin embargo la longitud de los injertos nerviosos determinará la 

viabilidad de dicha técnica. En aquellos casos en los que el defecto nervioso sea superior a 

3-4 cm, el pronóstico de la reinervación mediante injertos nerviosos es precario7–9, lo que 

hace necesario plantear otras opciones como las neurotizaciones intra o extraplexuales10–12. 

Existen estudios que sugieren que esto puede ser debido al papel que juega la senescencia 

que sufren las células de Schwann en los injertos de gran longitud13, por lo que el uso de 

células madre o ciertos factores de crecimiento pueden tener un papel positivo para 

contrarrestar este hecho14. 

 

Otra de las limitaciones para la reparación mediante neurorrafia simple, asociadas o 

no a la interposición de injertos nerviosos, que conduce a la necesidad de reparación 

mediante neurotizaciones, se halla en el nivel de la lesión, siendo las lesiones 

preganglionares subsidiarias con mucha frecuencia de reparación mediante estas 

técnicas2, ya que, aunque existen múltiples trabajos orientados a lograr la reparación 

nerviosa actuando directamente sobre la raíz afecta, los resultados todavía no son nada 

alentadores15. 
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Por último es imprescindible resaltar el factor limitante que supone el tejido 

nervioso autólogo que se emplea como donante para la realización de los injertos 

nerviosos, por la pequeña cantidad de nervios donantes disponibles y por la morbilidad 

que se asocia a la zona donante al tener que sacrificar un nervio sano funcional. Por este 

motivo se impone la necesidad de buscar alternativas terapéuticas para salvar el defecto 

nervioso, como por ejemplo con el uso de injertos nerviosos acelulares de manera aislada 

o como soporte para células troncales mesenquimales, que aportan una fuente ilimitada 

de tejido16. El reto está en conseguir un tejido que aporte un resultado equiparable a los 

injertos autólogos.  

 

En este trabajo, se estudió en un modelo animal de rata de reparación de una lesión 

de C5 y C6 del plexo braquial mediante la transferencia del nervio frénico ipsilateral para 

la reinervación del nervio musculocutáneo, las diferencias en la reinervación existentes 

entre el uso como injerto de tres tipos de tejido nervioso:  

 

o tejido nervioso autólogo (autoinjerto), 

 

o tejido nervioso heterólogo acelular (aloinjerto descelularizado), 

 

o tejido nervioso heterólogo acelular como soporte para la adición de células 

troncales mesenquimales procedentes de médula ósea (aloinjerto 

descelularizado asociado a CTM). 

 

Por la existencia de estudios que describen las similitudes existentes entre el plexo 

braquial murino y el humano, se ha empleado la rata Wistar como modelo válido para el 

estudio de la patología del plexo braquial, tanto congénita como traumática17,18. 
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Fueron seleccionadas para realizar el estudio células troncales mesenquimales 

procedentes de médula ósea de ratas Wistar debido a su fácil acceso y a la existencia de 

múltiples estudios en modelo animal que avalan positivamente sus resultados en el 

proceso de reinervación19,20. 

 

Para conseguir los objetivos propuestos en este trabajo se realizaron estudios 

funcionales, neurofisiológicos y anatomopatológicos en los grupos que describiremos con 

detalle en los apartados sucesivos, y se realizaron análisis estadísticos de los resultados 

obtenidos empleando el software SPSS20,21. 

 





 

 
 

Antecedentes 

Anatomía nerviosa 

Anatomía del plexo braquial murino 

 

El plexo braquial de la rata Wistar presenta grandes similitudes anatómicas con el 

plexo braquial humano. Se forma a partir de los ramos anteriores de las raíces espinales 

de C5 a T1. Se divide en tres troncos: superior, medio e inferior; que a su vez se 

subdividen cada uno de ellos en anterior y posterior. De la unión de estas divisiones, se 

forman tres fascículos: superior, inferior y posterior, que dan lugar a los nervios 

terminales que se encargan de la inervación sensitivo-motora de la extremidad anterior. 

 

El tronco superior está formado por las raíces C5 y C6 y un ramo comunicante de 

C4; el tronco medio lo forma de manera aislada C7; por último, el tronco inferior está 

formado a partir de las raíces C8 y T1 (Figura 1). 

 

El fascículo superior deriva de la división anterior del tronco superior, y da lugar 

al nervio musculocutáneo y a otros nervios colaterales como el supraescapular; el 

fascículo inferior está constituido por las divisiones anteriores de los troncos medio e 

inferior, dando lugar a los nervio mediano y cubital; y el fascículo posterior deriva de la 

unión de las divisiones posteriores, originando los nervios axilar y radial. 
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El nervio musculocutáneo entra en la extremidad anterior entre los músculos 

coracobraquial y la porción corta del bíceps braquial. Continúa dando ramas musculares 

hasta su llegada al antebrazo como nervio cutáneo lateral del antebrazo. Su disección 

puede realizarse desde su porción más proximal en su salida del plexo braquial, o por el 

contrario puede localizarse a través de una incisión en la región medial del brazo, en el 

borde medial del músculo bíceps. En relación al nervio musculocutáneo existe una 

pequeña variación anatómica si lo comparamos con el plexo humano ya que, el plexo 

murino tiene una aportación de la raíz C7, y el humano solo presenta aportaciones de las 

raíces C5 y C622. 

 

Los nervios axilar y radial son fácilmente identificables a nivel axilar, como ramas 

terminales del plexo braquial al igual que los nervios mediano y cubital. Para acceder a 

los primeros sin necesidad de realizar una disección completa del plexo, puede realizarse 

un abordaje a través del surco deltopectoral, seccionando tas la disección del surco, la 

inserción distal de músculo pectoral menor. Por el contrario, para acceder a los nervios 

mediano y cubital el abordaje más sencillo se realiza distal, a nivel de la flexura 

antebraquial de la extremidad anterior, encontrándose mediales al músculo biceps. 

 

El nervio frénico se origina fundamentalmente de la raíz C4 y recibe aportaciones 

de la raíz C5. Desciende sobre la superficie del músculo escaleno anterior, anterior al 

plexo braquial, y se introduce en el tórax hasta aportar la inervación al diafragma23.  

  

Las relaciones vasculares principales son con las arterias axilar y vertebral, que 

discurren inferior y anterior al plexo, respectivamente. Las relaciones musculares, se 

producen principalmente con los músculos pectorales mayor y menor. Se diferencia del 

plexo humano de manera notable en cuanto a su relación con la clavícula, puesto que no 

la cruzan, sino que se localizan enteramente en posición infraclavicular18. Esto último es 
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de vital importancia a la hora de plantear un posible abordaje quirúrgico a través del 

surco deltopectoral17. 

 

Figura 1: Imagen anatómica de la disección del plexo braquial murino donde se muestran todas 

las raíces nerviosas, los troncos principales, las divisiones y troncos secundarios, que darán 

origen a los nervios del miembro superior. 
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Anatomía del nervio periférico 

 

El nervio periférico está formado por la agrupación de fibras nerviosas. Estas 

fibras nerviosas pueden transmitir información sensitiva, motora o vegetativa. Cada fibra 

nerviosa está compuesta por axones, que pueden ser prolongaciones de los somas 

neuronales de las motoneuronas del asta anterior de la médula espinal, de las neuronas 

sensitivas localizadas en los ganglios espinales o de las neuronas del sistema autónomo. 

Su función principal es la transmisión de impulsos nerviosos, tanto de manera 

anterógrada como retrógrada.  

 

Las fibras nerviosas pueden ser de dos tipos; fibras mielínicas o fibras amielínicas. 

Estas fibras se diferencian en la relación que tienen las células de Schwann con los axones, 

lo que se traduce en una variación en la velocidad de conducción, siendo más rápida en 

las fibras mielínicas. Las fibras mielínicas pueden ser de tipo α o β. Se caracterizan porque 

cada célula de Schwann rodea a un axón, formado con su membrana a su alrededor una 

vaina de mielina. Por el contrario, en las fibras amielínicas, que son de tipo C, cada célula 

de Schwann envuelve a múltiples axones.  

 

Los nódulos de Ranvier son el espacio que existe entre las células de Schwann que 

están rodeando a cada uno de los axones. Su distancia determina la velocidad de 

conducción del nervio, ya que en estos espacios es donde se encuentran los canales 

iónicos donde se generan las diferencias de potencial que permiten el impulso nervioso.  

 

Las fibras nerviosas se agrupan para formar fascículos. El tejido conectivo que se 

distribuye entre las fibras nerviosas dentro de cada fascículo se denomina endoneuro. 
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Cada fascículo está rodeado de una capa conectiva denominada perineuro. Los fascículos 

agupados dan lugar al nervio, que se halla rodeado del epineuro.  

 

La disposición de los fascículos dentro del nervio, a pesar de poder presentar 

variaciones, de manera general presenta una topografía relativamente constante, lo que 

nos permite realizar las reparaciones nerviosas de funciones específicas de cada 

nervio24,25.  

 

La vascularización de los nervios se produce de dos formas. Puede ser a través de 

un plexo vascular que se halla en el espacio perineural y endoneural, o a través de vasos 

que se disponen longitudinalmente a lo largo del epineuro. Además existe un sistema 

linfático interfascicular y un sistema de nervi nervorum.  
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Clasificación de las lesiones del nervio periférico 

 

Seddon en 1943 realizó una clasificación de las lesiones del nervio periférico 

basándose en su pronóstico, catalogándolas en tres grupos: neurapraxia, axonotmesis y 

neurotmesis. En 1951 Sunderland amplia esta clasificación incluyendo otras dos 

categorías nuevas26,27. 

 

 La neurapraxia, que se corresponde con el grado I de Sunderland, está producida 

por una desmielinización focal de las fibras nerviosas, lo que condiciona un 

bloqueo en la conducción. Es una lesión que se recupera de manera completa y 

espontáneamente. 

 

 La axonotmesis se produce cuando existe una lesión del axón, el endoneuro y el 

perineuro, manteniéndose intacto el epineuro. La recuperación no siempre es 

espontanea ni completa. Según Sunderland se pude subdividir en tres grados:  

o Grado II: Solo existe lesión axonal. 

o Grado III: A la lesión axonal se asocia lesión del endoneuro.  

o Grado IV: Existe lesión del axón, el endoneuro y el perineuro, 

permaneciendo integro tan solo el epineuro.  

 

 La neurotmesis implica una sección completa del nervio, que si no se repara de 

manera quirúrgica nunca va a lograr una reinervación espontánea. Se corresponde 

con el grado V de Sunderland.  
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En 1988 Mackinnon y Dellon. incluyen un grado VI a la clasificación, que implica la 

presencia dentro de un mismo nervio de varios de los grados anteriores28.  
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Técnicas de reparación nerviosa microquirúrgicas 

 

A pesar de que la sutura nerviosa es una técnica aparentemente poco exigente 

dentro de las técnicas empleadas en microcirugía, la correcta manipulación del tejido 

nervioso es fundamental para alcanzar los objetivos deseados. Cualquier tipo de sutura 

nerviosa requiere una manipulación extremadamente delicada del tejido, evitando la 

compresión o la tracción excesiva, para minimizar el daño axonal, por lo que la sujeción 

del nervio debe realizarse a través de la membrana epineural. Un factor técnico 

fundamental en la reparación del nervio periférico es la coaptación de cada uno de los 

fascículos, por lo que es imprescindible un conocimiento en detalle de la anatomía 

fascicular5. 

 

Generalmente se emplean hilos de monofilamento no reabsorbible (nylon) de 9/0, 

10/0 u 11/0 en función del calibre del nervio que vayamos a reparar y las suturas que se 

realicen no deben tener tensión en absoluto debido a la retracción que se produce por la 

cicatrización, lo que podría producir en el peor de los casos una rotura de la sutura. 

Existen grupos que prefieren el uso de adhesivos de fibrina en lugar de la sutura, o la 

asociación de ambas técnicas. La literatura no muestra diferencias entre el uso de ambas 

técnicas, por lo que el criterio del cirujano es lo que va a primar en la selección de la 

misma29.  

 

Existen varias técnicas para realizar la sutura que iremos detallando en los 

siguientes apartados. 
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Neurorrafia epineural 

 

La neurorrafia directa pretende lograr la coaptación de ambos extremos del nervio 

seccionado, respetando la orientación de las fibras, para restablecer la continuidad de las 

mismas. La sutura se realiza mediante puntos simples en el epineuro. Es la técnica de 

elección cuando es posible realizarla30. 

 

En primer lugar se debe realizar una buena disección del nervio, tratando de 

traumatizarlo lo menos posible, evitando comprimirlo. Lo ideal, como ya se ha 

mencionado con anterioridad, es realizar la tracción para su manipulación sobre la 

membrana epineural, para evitar dañar los axones. Una vez que se encuentre expuesta 

una longitud de nervio adecuada, se procede a colocar un material de contraste que 

facilite su identificación. La sección se realizará de manera ideal con una tijera recta fina, a 

poder ser microquirúrgica. Para unos resultados óptimos, es preferible realizar la 

neurorrafia de manera precoz.  

 

Existen numerosas técnicas descritas para la sutura, pero en todas ellas el objetivo 

es lograr la coaptación de ambos extremos, respetando en la medida de lo posible la 

orientación de las fibras nerviosas. La sutura se realizará mediante puntos simples en la 

membrana epineural, proporcionando una tensión suficiente para afrontar ambos 

extremos y evitando estrangularlo, puesto que puede conducir a la formación de 

neuromas. 
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Neurorrafia perineural 

 

La neurorrafia perineural implica suturar de manera independiente cada uno de 

los fascículos a través de la parte más externa del perineuro, lo que hace necesaria la 

disección fascicular antes de comenzar. Este tipo de sutura ha generado grandes 

controversias debido a la fibrosis que produce la disección intraneural extensa que se 

debe realizar y al aumento de material de sutura necesario31,32. Actualmente su interés 

radica en su uso en las transferencias nerviosas, ya que nos permite suturar el fascículo 

que nos interesa transferir al que nos interesa reparar. 

 

Para realizar una neurorrafia fascicular debemos realizar, antes de seccionar el 

nervio, la disección de los fascículos del mismo. Para ello se emplea una tijera 

microquirúrgica de disección curva roma o una pinza de relojero curva, evitando en la 

medida de lo posible dañar el perineuro. La sutura debe realizarse sobre la parte más 

externa del perineuro, para evitar dañar los axones y disminuir en la medida de lo posible 

la cantidad de sutura que queda dentro del nervio. Dado el calibre de los nervios en la 

rata y el escaso tejido conectivo que presentan, este procedimiento difícilmente puede 

llevarse a cabo en este modelo.  
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Injerto nervioso 

 

El primer injerto nervioso aparece descrito en la literatura por Seddon en 19479. Se 

han intentado emplear tejidos autólogos como sustituto al tejido nervioso, como venas o 

fibras musculares (Figura 2), pero los resultados eran muy deficitarios en comparación 

con el autoinjerto33. 

 

Las técnicas de sutura del injerto nervioso son idénticas a las expuestas 

anteriormente. Puede realizarse tanto un injerto de todo el nervio o de varios fascículos. 

Para que los diámetros de los segmentos nerviosos sean lo más concordantes posible, 

para nervios de pequeño calibre puede emplearse otro nervio de igual calibre o tomar 

únicamente un fascículo de otro nervio de mayor diámetro. En nervios con un calibre 

mayor puede realizarse un injerto en cada uno de los fascículos tomando segmentos de 

un nervio de menos diámetro. 

 

El segmento injertado debe tener una longitud mayor a la del defecto para 

compensar la retracción que se produce en los extremos y evitar la tensión en la sutura. 

Lo recomendado es emplear un segmento de en torno a un 10% mayor de la longitud del 

defecto (Figura 3). 

 

No hay consenso sobre la longitud máxima que puede tener un injerto de nervio 

para que sea funcional. Existen publicaciones con resultados relativamente favorables con 

injertos de hasta 20 cm34. Grupos como el de Mackinnon et al. estiman que los mejores 

resultados se obtienen con injertos menores o iguales a 6 cm, siendo los injertos pequeños 

y delgados los que tienen mejores resultados funcionales debido a una revascularización 
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más fácil25. Se propuso por varios autores el uso de injertos nerviosos vascularizados para 

defectos mayores a 6 cm, pero no se han documentado diferencias significativas en los 

resultados clínicos35–37. 

 

Para facilitar la manipulación del injerto, se aconseja marcar uno de los extremos 

con un punto de nylon o una marca de rotulador, lo que permitirá la identificación del 

extremo proximal o distal para suturarlo con una correcta orientación en el lado 

contralateral. La mayoría de los autores recomiendan colocar el injerto nervioso de 

manera retrograda, es decir, con el extremo proximal colocado en posición distal, para 

evitar la fuga axonal a través de las ramas laterales del nervio durante el proceso de 

reinervación.  

 

La principal desventaja de los autoinjertos es la necesidad de sacrificar un nervio 

funcional para emplearlo como donante, generando otra herida quirúrgica, lo que resulta 

en morbilidad del sitio donante, cicatrización adicional, la posibilidad de neuromas 

dolorosos y la prolongación del tiempo quirúrgico38. Además, hay donantes limitados 

disponibles. Los injertos de nervios motores o mixtos son preferibles a los donantes de 

nervios sensoriales, lo que mejora la regeneración a través de la coaptación39,40. 
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 Figura 2: Imagen intraoperatoria tomada a través del microscopio quirúrgico de un injerto de vena  

 

 

 
Figura 3: Imagen intraoperatoria tomada a través del microscopio quirúrgico de un injerto de nervio 

presentado para su sutura. Nótese la retracción de los extremos y la existencia de una discrepancia de calibre 

entre el extremo proximal y el injerto.  
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Transferencias nerviosas 

 

Las transferencias nerviosas consisten en la sección un nervio donante en su 

porción distal para suturarlo a la porción proximal del nervio que se pretende reparar. 

Puede ser transferido tanto el nervio completo como tan solo alguno de sus fascículos. Su 

uso en las lesiones del plexo braquial está especialmente indicado en las avulsiones, 

donde la reparación directa no es posible o en lesiones donde el tiempo de reinervación 

hasta el músculo diana va a ser tan largo que el potencial de recuperación se ve reducido. 

En este segundo caso se plantean las transferencias distales, que pueden ser termino-

terminales o termino-laterales a modo de “supercarga”41,42, lo que parece aportar un efecto 

protector sobre la degeneración muscular hasta que se completa la reinervación43,44. Se ha 

demostrado que en casos en los que existe una denervación crónica del músculo se 

obtienen mejores resultados empleando transferencias nerviosas que mediante la 

reparación directa del nervio45. 

 

Hasta el momento, existen numeroso procedimientos de transferencia nerviosa 

descritos en rata como modelo animal para el tratamiento de las lesiones del plexo 

braquial, tanto selectivas como completas; desde las transferencias intraplexuales con la 

raíz C7 ipsilateral21 como las extraplexuales con las transferencias del nervio frénico21,46, el 

nervio espinal accesorio o la raíz C7 contralateral47–49. El uso de tranferencias nerviosas se 

asocia a un proceso de plasticidad neuronal que permite la recuperación funcional de la 

lesión50–53.  

 

Existen múltiples alternativas para la reinervación del nervio musculocutáneo en 

lesiones altas del plexo braquial descritas en la literatura, desde la transferencia del nervio 

espinal accesorio, el nervio pectoral medial o el nervio toracodorsal, hasta transferencias 
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más complejas como la de la raíz C7 contralateral o la del nervio frénico. En la mayoría de 

casos es preciso combinar varios tipos distintos de transferencia para obtener unos 

resultados óptimos54. 

 

La transferencia contralateral de C7 es una técnica descrita por primera vez en 1986 

por Gu et al., y se planteó como una alternativa optima cuanto no existen otros nervios 

donantes disponibles47. En nuestro estudio hemos empleado una variante de un modelo 

descrito de lesión selectiva de C5 y C6 con reconstrucción mediante transferencia de la 

raíz C7 ipsilateral.  
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Tejido nervioso acelular 

 

Uno de los principales limitantes en la reconstrucción nerviosa es que el tejido 

donante autólogo necesario para realizar los injertos es finito y además su obtención se 

asocia a morbilidad añadida. Este es el motivo por el que se han intentado desarrollar 

durante años múltiples conductos artificiales como sustitutos del nervio. Su problema es 

que carecen de la conformación tridimensional ideal para el crecimiento nervioso, por lo 

que su potencial de reinervación es menor que el del autoinjerto, lo que limita su uso a 

defectos cortos de hasta dos centímetros55–59. Los biomateriales se han asociado con 

múltiples factores de crecimiento, como el bFGF, el VEGF o el G-CSF mejorando sus 

resultados, pero nunca han logrado equipararse al de los autoinjertos60–62. La 

incorporación de células madre, o células Schwann-like, asociadas a los biomateriales 

aumenta la eficacia de los mismos y estimula en gran medida el proceso de regeneración9. 

Un ejemplo de ello es el presentado por el grupo de Casañas et al. que asocian el uso de 

células troncales mesenquimales a neurotubos en un modelo ovino, con resultados 

favorables63. 

 

Durante el proceso de búsqueda de un tejido con unas características y un resultado 

equiparable al de los autoinjertos, se comenzó a investigar el uso de aloinjertos de 

cadáver. La primera descripción de un aloinjerto que aparece en la literatura es de 1876, 

donde se emplea para la reparación de un nervio mediano mediante el uso de un injerto 

de nervio tibial de cadáver25. El problema del uso del aloinjerto es su inmunogeneicidad, 

ya que precisan de inmunosupresión para conseguir un resultado equiparable al del 

aloinjerto, lo que aumenta el riesgo de desarrollar procesos oncológico o infecciones 

oportunistas64.  
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Como una buena alternativa a los aloinjertos se han desarrollado los aloinjertos 

acelulares, que se obtienen tras procesar el nervio para eliminar de él las células, 

manteniendo la estructura tridimensional sin alteraciones, eliminando así la 

inmunogeneicidad65. Existen múltiples protocolos descritos en la literatura cuyo objetivo 

es eliminar la máxima cantidad de células preservando la arquitectura prácticamente 

intacta66,67. Los procesos de descelularización pueden llevarse a cabo mediante métodos 

térmicos o mediante el uso de radiación, pero casi todos ellos realizan una extracción 

química mediante el uso de varios tipos de detergente como el deoxicolato de sodio, el 

Triton X-100 o el Triton X-200 a diferentes concentraciones. También se ha descrito el uso 

de soluciones hiperosmolares como la solución hipertónica de cloruro de sodio55,68–71.  

 

Se ha demostrado la superioridad del injerto acelular frente a los conductos 

sintéticos, aunque no han alcanzado los resultados de los autoinjertos68,72. Su uso en 

humanos se ha demostrado seguro73, pero debido a la ausencia de células de Schwann su 

potencial de reinervación se ve limitado a defectos sensitivos menores a 3 cm, teniendo 

pobres resultados en defectos de nervios motores, mixtos o mayores de 4 cm13,74. Este es el 

motivo por el que se está investigando intensamente su asociación con células madre 

mediante técnicas de ingeniería tisular, con el objetivo de crear un tejido con al menos el 

mismo potencial de recuperación que ofrecen los autoinjertos26,75,76. 
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Células troncales mesenquimales en la reparación 

nerviosa 

 

El concepto de las células troncales mesenquimales provenientes de médula ósea 

aparece en la literatura por primera vez en la década de los 70s77,78. Podemos definirlas 

como una población de células madre de tejido adulto estromal, con capacidad para 

diferenciarse en otros tipos celulares adultos del tejido conectivo79,80. Se trata de una 

población de células heterogéneas, multipotenciales, autorrenovables, con capacidad de 

regeneración tisular, que además tienen la capacidad de pasar de un estado de reposo a 

uno proliferativo y a la inversa81,82. 

 

El interés en el uso de células madre provenientes de tejido mesenquimal está 

incrementándose de manera exponencial en los últimos años, siendo cada vez más 

frecuentes las líneas de investigación orientadas en este sentido. Existen ya estudios que 

empiezan a implementar su uso en humanos en lesiones de nervio periférico y médula 

ósea, como el de Thakkar et al. que emplea CTM provenientes de médula ósea para tratar 

una lesión de plexo braquial83, aunque por el momento la mayoría de publicaciones están 

orientadas a garantizar su seguridad9,84. 

 

Los estudios en animales, sobre todo en modelo murino, son cada vez más extensos. 

Se han obtenido resultados prometedores en su uso, pero el mecanismo por el cual se 

obtiene este beneficio no está claro todavía. Se sospecha que pueda tener que ver con una 

actividad inmunomoduladora, el aporte de factores neurotróficos y el estímulo de 

neoangiogénesis4,14,85. Esto puede estar relacionado con el efecto positivo que se ha visto 

también al asociar factores de crecimiento como el TGF-β, el CNTF o el VEGF a la sutura 
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nerviosa en lesiones de larga evolución86–88. Incluso se han objetivado resultados positivos 

empleando las células troncales directamente en el músculo atrófico en lesiones 

evolucionadas, así como en casos de avulsiones radiculares, bien directamente en la 

médula espinal o en la raíz reinsertada89,90. Estos resultados son muy esperanzadores, 

dado que una de las principales limitaciones en la regeneración nerviosa viene 

determinada por el tiempo transcurrido desde la lesión, fundamentalmente debido a la 

degeneración del extremo distal del nervio y a la atrofia muscular secundaria91. 

 

No existe suficiente evidencia en cuanto a que tipo de célula troncal mesenquimal 

aporta más beneficios en la regeneración nerviosa, aunque parece existir cierta 

superioridad en el uso de células provenientes de médula ósea y de tejido adiposo, que 

puede estar en relación a su mayor capacidad para producir factores paracrinos92. En 

cuanto su uso en la clínica, es cierto que las células provenientes de tejido adiposo son de 

más fácil acceso, a pesar de que el manejo del tejido es más engorroso93. Las células 

provenientes de médula ósea son de más difícil extracción debido a que su proporción es 

baja y el procedimiento de extracción es invasivo, requiriendo de al menos sedación94.  

 

En la literatura publicada hasta el momento parece obtenerse un efecto beneficioso 

del uso de células troncales mesenquimales en la regeneración nerviosa. Uno de los 

motivos aparenta ser su capacidad para diferenciarse en células de Schwann, tanto in 

vitro como in vivo, así como su capacidad para inducir un aumento en la actividad de las 

células de Schwann del propio paciente, mejorando la mielinización, supervivencia 

celular y la actividad neurotrófica95. Esto hace necesarios la aplicación de protocolos de 

diferenciación efectivos adaptados a cada tipo de célula troncal96. Grupos como el de 

Bahat-Stroomza et al. han conseguido la diferenciación de CTM provenientes de médula 

ósea en células del tejido nervioso funcionales astrocito-like97. Se han objetivado efectos 

sinérgicos en el uso de células troncales combinadas con otros factores como por ejemplo 

la condroitinasa ABC o el PHBHHx98,99. 
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La gran mayoría de estudio experimentales animales emplean el modelo de nervio 

ciático por su facilidad en el abordaje, por lo que en el miembro superior, sobre todo en el 

plexo braquial, su aplicación es más limitada. Hu et al. emplearon un injerto de nervio 

sembrado con células troncales mesenquimales proveniente de médula ósea de 5 cm para 

la recuperación del nervio mediano en un modelo de mono con resultados 

esperanzadores, aproximándose a los resultados obtenidos con el autoinjerto100.  

 

Es fundamental realizar un adecuado marcaje de las CTM empleadas en los estudios, 

lo que nos garantiza la trazabilidad de las mismas y nos permite su estudio tras la 

implantación en el tejido. Existiendo múltiples protocolos como el de Arufe et al. para 

conseguir una correcta extracción, caracterización y marcaje de las células96,101,102. 

  



 

 
 

Objetivos del estudio 

Objetivo principal 

 

El objetivo principal de este estudio de investigación es contribuir a esclarecer las 

diferencias en la reinervación existentes entre el uso de tres tipos de tejido nervioso 

diferentes en un modelo de reparación de una lesión selectiva preganglionar de las raíces 

C5 y C6 del plexo braquial mediante la transferencia del nervio frénico ipsilateral 

asociada a la interposición de los injertos nerviosos para la reinervación del nervio 

musculocutáneo.  

 

Se valorará la reconstrucción mediante interposición en la lesión de tejido nervioso 

acelular como soporte estructural para un cultivo de células troncales mesenquimales 

procedentes de médula ósea en el modelo descrito anteriormente, basándonos en que esta 

técnica permite minimizar la morbilidad quirúrgica, puesto que no hace necesario 

sacrificar tejido nervioso funcional autólogo y es un banco ilimitado de tejido en los casos 

en los que no existan nervios donantes. 

 

 

Objetivo secundario 

 

Como objetivo secundario se busca realizar un estudio anatómico que permita 

describir un abordaje quirúrgico sencillo que facilite la disección para la realización del 

procedimiento en estudios ulteriores o para el entrenamiento microquirúrgico en cirugía 

del plexo braquial en modelo murino.  





 

 

 
 

Material y métodos 

Animal de experimentación 
 

El modelo animal empleado como unidad experimental fue la rata de laboratorio de 

la línea Wistar-Lewis (LEW) haplotipo RT1l LEW/HanHsd, perteneciente a la especie 

Rattus norvegicus, roedores miomorfos de la familia Muridae.  

 

Condiciones de los animales 

 

El alojamiento de los animales se realizó en cubetas con tapa de filtro y rack 

ventilado con unas dimensiones acordes a la Directiva Europea 63/2010, introduciéndose 

dos animales por cubeta. Se aplicó sustrato absorbente para el suelo de la jaula 

conformado por virutas de madera. La alimentación se llevó a cabo con pienso de 

mantenimiento A04 y agua ad libitum. En cada jaula fue incorporado material de 

enriquecimiento ambiental (Figura 4).  

 

Se respetó el ritmo circadiano de los animales, la iluminación durante las doce 

horas diurnas fue de unos 120 luxes, se mantuvo una temperatura ambiental lo más 

próxima a los 20-24ºC y una humedad relativa en torno al 55%. 
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Los animales intervenidos fueron alojados en racks individuales, en una 

habitación separada durante el periodo de tiempo que dura el postoperatorio, para evitar 

el estrés del resto de los individuos.  

 

 

 

  

 

Figura 4: Cubetas con tapa de filtro y rack ventilado empleadas para la estabulación de los animales. Cada 

una de las cubetas es etiquetada con los datos del animal, el grupo experimental al que pertenece y la fecha de 

intervención.  
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Diseño experimental 
 

El diseño experimental se llevó a cabo con 62 ratas Wistar-Lewis. Se utilizaron los 

fémures de 12 ratas hembras de 14 días para obtener las células troncales y se utilizaron 8 

ratas hembras de 10 semanas como donantes de tejido nervioso. El protocolo quirúrgico 

se realizó con 42 ratas macho de 80 ± 10 días, que fueron divididas en tres grupos; 12 ratas 

en el grupo control, 12 ratas en el grupo experimental A y 18 ratas en el grupo 

experimental B. Cada uno de los animales fue asignado de manera aleatoria a uno de los 

grupos del estudio. A todos los ejemplares se les practicó el mismo procedimiento 

quirúrgico con el fin de producir una lesión selectiva de las raíces C5 y C6 del plexo 

braquial en la extremidad anterior derecha (Figura 5).  

 

El protocolo experimental fue evaluado y aprobado por el comité ético de 

experimentación animal, así como los ensayos piloto previos, realizados para el cálculo 

del tamaño muestras y el análisis de la viabilidad del modelo (Anexo B).  
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Figura 5: Esquema representativo del protocolo experimental. En el grupo control se emplea un injerto 

autólogo, en el grupo A un injerto acelular y en grupo B un injerto acelular asociado a células troncales 

mesenquimales. 
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Células troncales mesenquimales 

 

En una primera fase experimental se obtuvieron las células troncales 

mesenquimales necesarias para el grupo experimental B. Para ello se emplearon las 

células obtenidas de los huesos largos de las extremidades posteriores (fémur y tibia) de 

12 ratas hembra Wistar-Lewis de 14 días que previamente habían sido eutanasiadas 

mediante asfixia en una cámara de CO2 con regulador de suministro de gases, a una 

velocidad de llenado del 20% por minuto, de acuerdo con los protocolos de eutanasia 

establecidos en la normativa vigente. 

 

Todo el proceso de manipulación de las células madre desde su extracción se llevó 

a cabo en condiciones de esterilidad en cabinas de flujo laminar. La extracción de la 

médula ósea del interior de los huesos largos se realizó mediante técnicas de lavado por 

arrastre con medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Thermo Fisher, Madrid, ES) 

con suero bovino fetal al 10% (Thermo Fisher, Madrid, ES) y solución antibiótica de 

penicilina y estreptomicina al 1% (Thermo Fisher, Madrid, ES). Una vez obtenida la 

muestra, se procedió a su cultivo en el mismo medio sobre placas de cultivo celular según 

los protocolos habituales, empleándose para ello tripsina al 0.25% (Thermo Fisher, 

Madrid, ES) para realizar los pases celulares y solución fosfato salino (PBS) (Thermo 

Fisher, Madrid, ES). La incubación se realizó en estufas a 37 ºC. 

 

Una vez hubo crecido el número de células necesario en cada una de las placas e 

inmediatamente antes de su utilización, se realizó el marcaje de las mismas con colorante 

catiónico lipofílico fluorescente indocarbocianina (DiI) (Thermo Fisher, Madrid, ES). Se 

empleó una solución stock de DiI en dimetilsulfóxido (DMSO) (Thermo Fisher, Madrid, 

ES) a una concentración de 2mg/ml para obtener una dilución de DiI al 0.1μM en Hank’s 
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balanced salt solution (HBSS) (Thermo Fisher, Madrid, ES). La concentración óptima 

empleada se basó en los resultados obtenidos del análisis citométrico de distintas 

muestras celulares marcadas previamente con diferentes concentraciones de solución, 

donde se consideró como adecuado un marcaje de al menos un 90% de las células 

analizadas (Figura 6).  

 

Brevemente, el marcaje de las células se realizó añadiendo la solución de DiI a la 

placa de cultivo, tras haber retirado el medio RPMI. Posteriormente se procedió a la 

incubación de las células durante 5 minutos a 37ºC, para a continuación hacerlo durante 

14 minutos a 4ºC, tras lo cual se realizó el lavado de la solución de trabajo y la 

preparación de las células para su utilización según la técnica convencional.  

El exceso de células que necesitó ser preservado para su utilización posterior fue 

almacenado en una dilución de DMSO en cámaras de nitrógeno líquido a -80ºC. 

 

 

 

 

Figura 6: Análisis citométrico de una de las muestras celulares 

empleada para seleccionar la concentración adecuada de DiI. En 

este caso se muestra el marcaje con una concentración de DiI de 5 

μM. En la gráfica de la derecha se muestra el porcentaje de 

células marcadas positivamente con DiI y en la de la izquierda la 

población total de células. M1: Células no marcadas con DiI. M2: 

Células marcadas con DiI.  
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Tejido nervioso acelular 

 

El tejido nervioso periférico necesario para los injertos nerviosos heterólogos fue 

obtenido mediante un procedimiento quirúrgico de 8 animales hembra de entre 8 y 10 

semanas de edad, a las que se les realizó la extracción de segmentos de 1.5 centímetro de 

nervios mixtos. Se resecaron bilateralmente los nervios axilar, musculocutáneo, cubital, 

mediano y torácico largo, seleccionando los que presentaban un calibre similar. El método 

de eutanasia empleado fue mediante asfixia en una cámara de CO2 con regulador de 

suministro de gases, a una velocidad de llenado del 20% por minuto, de acuerdo con los 

protocolos de eutanasia establecidos en la normativa vigente. 

 

Para el proceso de descelularización se empleó la técnica de Sondell70. Previamente 

a la selección del protocolo de descelularización que iba a ser aplicado, se realizó un 

ensayo piloto empleando variaciones en las concentraciones de detergente y en los 

tiempos de inmersión para seleccionar el protocolo que consiguiera eliminar el mayor 

porcentaje de células, preservando la arquitectura del nervio. El análisis de los resultados 

se realizó mediante cortes histológicos de microscopía electrónica (Figura 7). 

 

Brevemente, para llevar a cabo la descelularización, los fragmentos nervioso 

obtenidos fueron lavados en agua destilada a temperatura ambiente durante 2 horas. 

Seguidamente se realizó su inmersión durante 12 horas en el detergente Tritón X-100 

(Thermo Fisher, Madrid, ES) al 3% en agua destilada. En un tercer paso se procedió a la 

inmersión durante 24 horas de los segmentos nerviosos en sodium deoxycholate (Thermo 

Fisher, Madrid, ES) al 4% en agua destilada. Al finalizar este periodo se realizaron tres 

lavados durante 15 minutos cada uno en solución tamponada de sodio 50 mM y fosfato 

10mM (Thermo Fisher, Madrid, ES). El almacenamiento se llevó a cabo en solución 
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tamponada a 4°C. Todo el proceso fue realizado a temperatura ambiente, con agitación 

constante a 160 rpm. Parte de los nervios descelularizados en el procedimiento 

anteriormente descrito fueron empleados como vehículo para el cultivo de células 

troncales mesenquimales procedentes de médula ósea.  

 

 

Figura 7: Imagen de microscopía electrónica (magnificación 4000x), donde se muestra la imagen del nervio 

tras el proceso de descelularización. Se puede ver la ausencia de células y la preservación de la arquitectura 

del tejido. 
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El proceso de inserción de las células madre en el interior de nervio 

descelularizado fue realizado en el interior de una cabina de flujo laminar, con ayuda de 

un microscopio, previamente a la implantación del tejido nervioso en el animal de 

experimentación. Fueron implantadas 3x105 células a nivel subepineural por cada injerto 

a través de pequeñas perforaciones epineurales. Para el procedimiento se requirió de la 

utilización de una pinza de relojero recta y una micropipeta (Stripper®, Origio, 

Dinamarca) de 135 μm de grosos (Figura 8).  

 

 
 

Figura 8: Imagen obtenida a través del microscopio quirúrgico del tejido nervioso descelularizado tras haber 

sido realizada la siembra de células troncales mesenquimales marcadas con DiI. Las flechas marcan las áreas 

azules correspondientes a los puntos de inserción.  
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Procedimiento quirúrgico 

 

Los 42 animales del protocolo quirúrgico fueron divididos en tres grupos de 

manera aleatoria; 12 ratas en el grupo control, 12 ratas en el grupo experimental A y 18 

ratas en el grupo experimental B. A todos los ejemplares se les practicó el mismo 

procedimiento quirúrgico con el fin de producir una lesión selectiva de las raíces C5 y C6 

del plexo braquial en la extremidad anterior derecha, seguido de una transferencia del 

nervio frénico ipsilateral al nervio musculocutáneo asociada a la interposición de un 

injerto nervioso. En el grupo control se empleó un injerto nervioso autólogo obtenido del 

nervio axilar derecho, distal a la lesión, en el grupo experimental A fue interpuesto un 

injerto acelular heterólogo y en el grupo experimental B un injerto acelular heterólogo 

como vehículo para un cultivo de células troncales mesenquimales provenientes de 

médula ósea marcadas mediante sondas fluorescentes lipofílicas rojas DiI. 

 

En primer lugar se procedió a realizar la inducción anestésica por inhalación. Se 

introdujo al animal en una cámara de inducción conectada a un sistema que permitía la 

entrada de gases y se administró sevofluorano a un flujo del 5% y oxígeno a 1,5 L/min. 

Tras la inducción, el animal se trasladó a la tabla quirúrgica donde fue colocado en 

decúbito dorsal sobre una superficie que permitía la regulación térmica y evitaba la 

pérdida de calor, fijándose de manera no invasiva con un fragmento de esparadrapo, 

cada una de las extremidades y la cola, evitando la hiperextensión de las extremidades 

anteriores para no entorpecer la mecánica respiratoria. Se introdujo la parte distal de la 

cabeza en un cono conectado a un sistema de gases por el que se administró sevofluorano 

al 3% y oxígeno a 1,5 L/min. Se comprobó la profundidad anestésica ejerciendo una ligera 

presión en la cola o en las almohadillas plantares posteriores. Es en este momento se 

procedió a la administración de la analgesia preoperatoria con buprenorfina a dosis de 
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0,01 - 0,05 mg/kg por vía subcutánea, administrada con una aguja de 25 G a nivel 

abdominal (Figura 9). 

 

Figura 9: Posición quirúrgica del animal tras ser anestesiado. Nótese la 

orientación del animal, que tiene la porción más cefálica próxima al 

cirujano, lo que facilita la correcta visualización de las estructuras 

nerviosas. 
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La preparación del campo quirúrgico se llevó a cabo mediante el rasurado de la 

región cervical anterior, la desinfección con solución alcohólica de clorhexidina y la 

posterior colocación de un campo quirúrgico con paños estériles, lo que permitió realizar 

todo el procedimiento de manera aséptica.  

 

Cada animal fue asignado a uno de los grupos (Control, Experimental A o 

Experimental B) de manera aleatoria y fue marcado mediante perforaciones en la oreja 

antes de iniciar la intervención quirúrgica para identificar a cuál de los grupos pertenecía.  

 

Se realizó una incisión en L a nivel de la línea media cervical hasta la horquilla 

esternal que se prolongó siguiendo el reborde clavicular hacia el miembro anterior 

derecho, permitiendo un abordaje adecuado de plexo braquial. Para lograr la exposición 

de las raíces nerviosas C5 y C6 se realizó una disección roma previamente a la sección del 

músculo escaleno anterior, del músculo esternohioideo y de la musculatura subclavia. 

Este abordaje nos permitió acceder a su vez a las raíces C7, C8 y T1. A continuación se 

procedió a la disección lateral del plexo braquial con el objetivo de identificar el origen 

del nervio musculocutáneo, que se localizó entre los músculos coracobraquial y la porción 

corta del bíceps braquial. Posteriormente, fue necesaria la disección del nervio frénico 

ipsilateral hasta su entrada en la cavidad torácica, nivel al que se realizó la sección del 

mismo. 

 

La lesión de las raíces nerviosas C5 y C6 se realizó a nivel del foramen 

intervertebral mediante la sección y exéresis de un segmento nervioso de tres milímetros 

de ambas raíces para conseguir producir una lesión selectiva del plexo braquial del tronco 

superior (Figura 10).  
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La técnica de reparación empleada consistió en la transferencia de axones desde el 

nervio frénico a la porción distal del nervio musculocutáneo. Para completar el espacio 

entre el cabo proximal del nervio frénico y el cabo distal del nervio musculocutáneo y 

poder realizar una sutura nerviosa libre de tensión, fue necesario interponer un injerto de 

0.5 cm, que variaría en función del grupo al que pertenezca cada animal. La sutura del 

injerto se realizó con el mismo en posición retrógrada, para reducir la dispersión axonal, 

mediante dos puntos simples de nylon 10/0 en cada uno de los extremos bajo visión a 

través de un microscopio quirúrgico. 

 

 

Figura 10: Imagen intraoperatoria tomada a través del microscopio quirúrgico del plexo braquial tras la 

sección del tronco superior. La flecha muestra los muñones distales. 
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 Grupo Control 

En el grupo Control se empleó como injerto, tejido nervioso autólogo mixto, obtenido 

del nervio axilar, distal a la lesión del tronco superior. 

 

 Grupo Experimental A 

En los animales asignados al grupo Experimental A el injerto nervioso fue realizado 

mediante la interposición de tejido nervioso alogénico acelular. 

 

 Grupo Experimental B 

Los animales del grupo Experimental B se injertaron empleando la interposición de 

tejido nervioso alogénico acelular como soporte para un cultivo de células troncales 

mesenquimales de rata provenientes de médula ósea macadas mediante colorante DiI.  

 

Las suturas microquirúrgicas realizadas se llevaron a cabo con un microscopio 

Optomic OP-C12 con objetivo de 16x y aumentos 200, 250, 300 y 400 mm, dotado de un 

sistema de iluminación de luz fría de 150 w, cámara y pantalla incorporada y se empleó 

un hilo monofilamento no reabsorbible de 10/0 con aguja cilíndrica no espatulada. 

 

Una vez finalizado el procedimiento, se procedió a la hemostasia con pinza bipolar y 

al cierre por planos con sutura trenzada reabsorbible con aguja triangular de 5/0.  
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Postoperatorio 

 

Durante el postoperatorio se realizó un protocolo de evaluación diario que incluyó 

el control del peso y de la conducta del animal, el grado de cicatrización de la herida y el 

riesgo de infección, durante al menos la primera semana. Al no presentarse ninguna 

complicación se espaciaron las evaluaciones a un control semanal hasta el momento de la 

eutanasia. El protocolo de evaluación se especifica con más detalle en el apartado de 

punto final humanitario. 

 

Como analgesia postoperatoria se empleó Buprenorfina a dosis de 0,01 - 0,05 

mg/kg por vía subcutánea durante las primeras 48 horas, asociada a una pauta de 

Ibuprofeno por vía oral diluido en el agua de bebida a una concentración de 20 mg/ml 

durante una semana. 

 

Los animales fueron trasladados a un alojamiento individual en una habitación 

separada del resto, con una temperatura algo más elevada, de en torno a los 25 ºC. Se les 

aumentó el espesor del lecho y la frecuencia de cambiado. La administración de 

antibióticos no fue necesaria puesto que no se detectaron casos de infección. En caso de 

haber sido necesario se hubiera administrado amoxicilina por vía subcutánea cada doce 

horas a dosis de 150 mg/kg. 
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Recogida de datos 

 

Tras la cirugía, todos los animales fueron evaluados de manera diaria para obtener 

datos clínicos del proceso de reinervación. Se registró la aparición de contracciones 

involuntarias del músculo bíceps contra gravedad. Estas contracciones se producían de 

manera sincrónica con la respiración y eran sencillas de identificar cuando el animal se 

posaba sobre sus patas traseras.  

 

A las 12 semanas después de la primera intervención se realizó un segundo 

procedimiento quirúrgico. La finalidad de este segundo procedimiento al que fueron 

sometidos cada uno de los animales fue la obtención de datos objetivos que permitieran 

evaluar el grado de reinervación del musculo a estudio.  

 

Cada uno de los animales fue sometido a un procedimiento quirúrgico bajo 

anestesia general de idénticas características al empleado en la primera intervención. La 

incisión se realizó siguiendo la cicatriz de la cirugía previa, mediante un abordaje cutáneo 

en L a nivel de la línea media cervical hasta la horquilla esternal, que se prolongó 

siguiendo el reborde clavicular hacia el miembro anterior derecho. Debido a la cirugía 

previa, fue necesario realizar una disección y exéresis de parte del tejido fibrótico-

cicatricial que se había formado, hasta identificar y liberar de las posibles adherencias el 

nervio frénico, el segmento de injerto nervioso y el nervio musculocutáneo (Figuras 11 y 

12). Los puntos de sutura empleados en la neurorrafia facilitaron en gran medida esta 

localización. Se realizó en un segundo lugar la exposición del músculo bíceps.  
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Figura 11: Imagen intraoperatoria del segundo tiempo quirúrgico donde se muestra el injerto nervioso 

disecado sobre un fondo de contraste azul. 
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Figura 12: Imagen intraoperatoria a través de microscopio quirúrgico del injerto de nervio a las 12 semanas de 

su implantación. Nótese el importante tejido cicatricial que lo rodea (flecha).  

 

 Registro electrofisiológico 

 

Una vez expuesto el campo, se colocó un material de contraste en la parte posterior 

del nervio frénico para facilitar la realización de la electroneurografía y tratar de aislar el 

tejido nervioso de la musculatura subyacente.  

 

Para realizar la electroneurografía se colocó el electrodo de estimulación sobre el 

nervio frénico cuidando que tanto el ánodo como el cátodo se encontrasen en contacto 

únicamente con el tejido nervioso. Se empleó para el registro un electrodo monopolar, 
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que se posicionó en contacto con el nervio musculocutáneo, manteniendo una distancia 

constante de un centímetro con el electrodo de estimulación. Con la misma disposición 

del animal se realizó el registro electromiográfico, manteniendo en la misma posición el 

electrodo de estimulación y trasladando el de registro al músculo bíceps, posicionándolo 

a 1,5 cms. Para mantener la posición y distancia de los electrodos se empleó un aparato de 

estereotaxis. La toma de tierra se colocó en el tejido celular subcutáneo.  

 

El objetivo del registro fue medir en la electroneurografía la amplitud del potencial de 

acción nervioso (PAN) y su latencia, y en la electromiografía la amplitud del potencial de 

acción motor compuesto (CMAP) y su latencia, para lo que se empleó un amplificador 

(AM Systems, Jaen, Spain) asociado a una interfaz Power 1401 (Cambridge Electronic 

Design Limited, Cambridge, United Kingdom. El procesado de los datos se realizó con el 

programa Spike 2 (Centre d’Estudis Demogràfics, Barcelona, Spain) (Figura 13). 

 

  
Figura 13: En la imagen de la izquierda se muestra el sistema empleado para el registro electrofisiológico, y en 

la imagen de la derecha el amplificador asociado a interfaz Power 1401.  
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 Recogida de muestras anatomopatológicas  

 

Una vez finalizado el registros electrofisiológico, se procedió a la recogida de 

muestras para su estudio anatomopatológico diferido. Las piezas fueron procesadas para 

su estudio mediante microscopía óptica y microscopía electrónica. 

 

o Análisis histológico 

 

Los músculos bíceps de todos los animales, así como la porción proximal de los 

injertos nerviosos, fueron fijados en formaldehído (Thermo Fisher, Madrid, ES) al 10% 

durante 24 horas, para su posterior deshidratación en alcohol gradiente (Thermo Fisher, 

Madrid, ES) y su inclusión en parafina. Se realizaron cortes con microtomo de 4μm, tras 

lo que se procedió a la desparafinización a 60º con xileno (Thermo Fisher, Madrid, ES) y 

su rehidratación mediante inmersión en alcohol de 100º, alcohol de 96º y agua. Se realizó 

la tinción con hematoxilina de Harris (Thermo Fisher, Madrid, ES) durante 5 minutos, 

seguido de un aclarado con agua y la posterior aplicación de eosina (Thermo Fisher, 

Madrid, ES) durante 1 minuto. Se finalizó con la deshidratados en alcohol de 96º, alcohol 

de 100º y la inmersión en xileno, permitiendo su estudio bajo microscopía óptica. Se 

empleó un microscopio óptico (Olympus). 

 

La mitad proximal del injerto nervioso de los animales pertenecientes al grupo B 

se procesó mediante una técnica de congelación, con el objetivo de realizar el estudio de 

fluorescencia de las CTMs marcadas durante la fase prequirúrgica del estudio. Para esta 

técnica se emplearon placas con fijador OCT (Thermo Fisher, Madrid, ES) que se 

introdujeron tras la colocación del segmento nervioso en posición vertical en una solución 

de isopentano (C5H12) (Thermo Fisher, Madrid, ES) al 100% previamente enfriada en 
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nitrógeno líquido, para lograr una congelación rápida. Las muestras fueron transportadas 

en hielo seco a un congelador para su almacenado a -80ºC hasta su procesado. 

Para el análisis de inmunofluorescencia se realizaron cortes de 4μm con un 

criostato. Se realizó la permeabilización de la muestra con Tritón (Thermo Fisher, Madrid, 

ES) al 0.1% en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente, tras lo que se realizó un 

lavado con PBS durante 5 minutos. Por último se cubrió con 100 μL medio de montaje 

Vectashield (Thermo Fisher, Madrid, ES) con DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol) (Thermo 

Fisher, Madrid, ES) para su análisis con un microscopio fluorescente convencional 

(Olympus).  

 

o Microscopía electrónica 

 

Fue procesado para su estudio mediante microscopía electrónica un segmento de 2,5 

mm de la porción distal del injerto nervioso. Se realizó la fijación de las muestras con una 

disolución en PBS de glutaraldehido (Thermo Fisher, Madrid, ES) al 1.5%, 

paraformaldehido (Thermo Fisher, Madrid, ES) al 1.5% y ácido támico (Thermo Fisher, 

Madrid, ES) al 0.1% durante 12 horas a 4ºC, seguido de una postfijación en tetróxido de 

osmio (Thermo Fisher, Madrid, ES) al 1%, deshidratación en acetona en gradiente 

(Thermo Fisher, Madrid, ES) y finalmente inclusión en una resina epoxi de baja 

viscosidad SPURR (Thermo Fisher, Madrid, ES). Se realizaron cortes de 60 nm con un 

ultramicrotomo, que fueron teñidos con azul de toluidina (Thermo Fisher, Madrid, ES). 

Los parámetros analizados fueron el área y el grosor de la capa de mielina, el área y el 

diámetro de las fibras nerviosas y el porcentaje de fibras mielínicas, para lo que se empleó 

un software de análisis (Soft Imaging System GmbH, Olympus, Shinjuku, Japón). Los 

parámetros analizados se cuantificaron en dos cortes aleatorios de cada muestra, con una 

magnificación x2000, empleando un microscopio electrónico de transmisión JEM 1010 
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(Jeol, Akishima, Japón). El patólogo fue ciego para el grupo del estudio al que pertenecía 

cada muestra. La toma de imágenes se realizó con una cámara digital (Mega View III).  

 

 Análisis estadístico 

 

Fue empleado para el análisis estadístico el software SPSS 22.0 (IBM Inc,Armonk, 

New York). Se realizó un análisis descriptivo de todas las variables incluidas en el 

estudio, que fueron expresadas en términos de media ± SD (desviación estándar) y 

mediana. Para el análisis se empleó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para 

muestras independientes, utilizando la corrección para comparaciones múltiples. Se 

consideró estadísticamente significativa una P < 0.05. 

 

 

Eutanasia 

 

Una vez finalizado el proceso de recogida de muestras se procedió a la eutanasia 

del animal mediante la administración por punción intracardíaca con una aguja de 23G 

de 1 mL de una solución de cloruro potásico, confirmándose posteriormente la muerte del 

animal, todo ello con arreglo a la normativa EU D 63/2010. 
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Aspectos éticos 

 

Todo el proyecto de investigación se diseñó con arreglo a la normativa vigente para 

el manejo de animales de experimentación EU D 637/2010 y fue revisado y aprobado por 

el comité de ética animal y el órgano competente (CEEA: 2015/R02, 07/01/2015). El 

proyecto se clasificó de acuerdo al RD 53/2013 como tipo III y el nivel de severidad fue 

severo (Anexo B). 

 

Punto final humanitario. Modo de aplicación 

 

Para el correcto desarrollo del proyecto se elaboró un protocolo para llevar a cabo 

el punto final humanitario en caso de ser necesario basado en la normativa vigente. Se 

especificó que cada uno de los animales debía ser evaluado de manera diaria durante los 

primeros siete días, para posteriormente pasar a ser evaluado semanalmente hasta el 

momento de la eutanasia si no eran detectadas complicaciones. Se realizó la evaluación de 

cinco parámetros que puntuaban del uno al cinco, siendo uno la ausencia de signos 

objetivables y cinco la aparición de clínica severa, con excepción de la pérdida de peso, 

que se puntuó teniendo en cuenta el porcentaje de peso perdido por el animal desde el 

momento de la cirugía.  

 

Parámetros evaluados:  

o Pérdida de peso: 

 1 punto: pérdida < 10% 

 2 puntos: pérdida de entre el 10 y el 15% 



Material y métodos 52

 

 

 3 puntos: pérdida de entre en 15 y el 20% 

 4 puntos: pérdida de entre el 20 y el 25 % 

 5 puntos: pérdida > 25% 

o Alteración del aspecto o letargia durante un periodo de tiempo superior a 

tres días: 

 Disminución del acicalamiento, presencia de secreciones rojas 

oculares o nasales, agitación, alteraciones en la respuesta a la 

manipulación o vocalizaciones.  

o Automutilación persistente. 

o Impedimento para el consumo de agua o alimentos prolongado. 

o Síntomas de posible enfermedad infecciosa: 

 1 punto: ausencia de signos 

 2 puntos: signos leves 

 3 puntos: signos moderados 

 4 puntos: signos graves 

 5 puntos: no hay respuesta a la antibioterapia a las 48 horas 

 

Se estableció su aplicación cuando el sumatorio de la evaluación de la severidad 

global alcanzase una puntuación de 15 o superior, o si alguno de los parámetros 

individualmente alcanzaba la puntuación máxima. 

 

La aplicación del punto final humanitario se llevaría a cabo mediante eutanasia por 

exposición CO2 en una cámara con regulador de suministro de gases, a una velocidad de 

llenado del 20% por minuto. Los animales debían ser mantenidos en la cámara tras 3 

minutos después de que se evidencia la ausencia de signos vitales. El procedimiento 

debía ser realizado con arreglo a la normativa vigente EU D 63/2010.  

 



 

 
 

 Resultados 

Para el protocolo quirúrgico fueron empleados 42 animales macho, de un peso medio 

de 335.13 ± 35,71 gramos y 80 ± 10 días de vida, con una distribución homogénea entre los 

grupos. 

  

Todos los animales mostraron datos de reinervación clínica entre la tercera y cuarta 

semana de postoperatorio, consistente en flexión del codo involuntaria de manera 

sincrónica con la respiración, siendo la aparición de la contracción de media a los 20.69 ± 

2,14 días en el grupo control, a los 21.08 ± 2,61 días en el grupo experimenta A y a los 

21.28 ± 2,49 días en el grupo experimental B. Las diferencias observadas en el tiempo de 

aparición de los primeros datos de contracción no fueron estadísticamente significativas 

entre los grupos.  

 

El test del acicalamiento no pudo ser empleado para monitorizar la recuperación 

motora porque ninguno de los animales logró el control voluntario de la flexión del codo 

debido al uso del nervio frénico como donante. 
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Registro electrofisiológico 

 

Se observaron diferencias estadísticamente significativas en los datos obtenidos de 

los registros electromiográficos (P < 0.05), tanto en la amplitud de los potenciales de 

acción motores compuestos, que fueron significativamente mayores en el grupo control 

(0.04388 ± 0,02 voltios) en comparación con el grupo experimental B (0.02275 ± 0,02 

voltios) (Figura 14) como en la latencia de los CMAP, que fueron significativamente 

menores en el grupo control (2.48 ± 0,47 milisegundos) en comparación con los grupos 

experimentales A (4.38 ± 0,78 ms) y B (4.08 ± 0,85 ms) (Figura 15), pero no entre los dos 

grupos experimentales (P > 0.05). Las diferencias observadas en la amplitud de los 

potenciales de acción motores compuestos, a pesar de ser mayores en el grupo control, no 

fueron estadísticamente significativas al compararlas con el grupo experimental A. 

 

Las diferencias halladas en las electroneurografías entre los grupos al analizar los 

potenciales de acción nerviosos (PAN), no fueron estadísticamente significativos al 

comparar los grupos experimentales con el grupo control, pero la tendencia de los datos 

sugiere potenciales de acción con mayor amplitud y menor latencia en el grupo 

experimental B al compararlo con los grupos experimental A y control. Se observaron 

diferencias estadísticamente significativas al comparar las latencias de los grupos 

experimentales entre sí, siendo menor en el grupo experimental B (P < 0.05) (Tabla 1).  
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 Control Experimental A Experimental B  
P Media DS Mediana Media DS Mediana Media DS Mediana 

Amplitud 
CMAP(V) 

0.04388 0,017 0.04561 0.02525 0,011 0.02368 0.023* 0,016 0.019* 0.022 

Latencia 
CMAP 

(ms) 

2.48 0,47 2.47 4.38* 0,78 4.26* 4.08* 0,85 4.1* 0.000 

Amplitud 
PAN (V) 

0.00438 0,00214 0.00342 0.00442 0,00211 0.00381 0.00608 0,002 0.00614 0.096 

Latencia 
PAN (ms) 

2.42 1 1.98 2.30* 0,30 2.19* 1.93* 0,28 0.1.96* 0.052 

 

Tabla 1: Resultados del análisis del registro electrofisiológico. Se marcan con un asterisco los datos de los 

grupos experimentales que mostraron diferencias estadísticamente significativas al compararlos con el grupo 

control, donde P < 0.05. 
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Figura 14: Gráfica de las diferencias en la amplitud de los CMAP entre los grupos experimentales y el control. 

A pesar de no hallar diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos experimentales, se puede 

observar una mayor variabilidad de los datos en el grupo experimental B con respecto al A. La amplitud es 

mayor en el grupo control con relación a los grupos experimentales, siendo esta diferencia estadísticamente 

significativa al compararlo con el grupo experimental B. Consideramos significación estadística una P < 0.05 

(*).  Los valores extremos aparecen reflejados con un círculo (o). 

P < 0.026 
       *        * 
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Figura 15: Gráfica de las diferencias en la latencia de los CMAP entre los grupos experimentales y el control. 

El tiempo de latencia es significativamente menor en el grupo control con respecto a los grupos 

experimentales (grupo A: P < 0.001 y grupo B: P < 0.002), pero no hay diferencias entre los grupos 

experimentales. Consideramos significación estadística una P < 0.05 (*).  Los valores extremos aparecen 

reflejados con un círculo (o). 

 

 

 

 

P < 0.001 

P < 0.002 

         * 

         * 

         * 

         * 
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Análisis histológico 

 

En las preparaciones de hematoxilina eosina del músculo bíceps no se observaron 

diferencias en la histomorfología entre los grupos, ni el tamaño de las células ni en la 

arquitectura del tejido (Figura 16).  

 

En cuanto a la arquitectura nerviosa en las tinciones de hematoxilina-eosina, se 

observó un aumento del tejido cicatricial perineural en los grupos experimentales en 

relación con el grupo control, así como una menor vascularización perineural. En los tres 

grupos se encontró preservado el epineuro.  

 

En el estudio de fluorescencia se observó en el grupo experimental B fluorescencia 

en relación a la presencia de las CTM marcadas preoperatoriamente con colorante DiI, lo 

que nos indicó su supervivencia en el tejido implantado (Figura 17). Además se observó 

una gran población celular que no era DiI positiva, lo que indica que esas células 

procedían de novo del receptor.  
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Figura 16: Imagen de microscopía óptica (magnificación 10x) con tinción de HE: Las imágenes corresponden a 

secciones del músculo bíceps de los grupos experimentales A, B y Control. Se pueden observar las similitudes 

en las características histomorfológicas en los tres grupos. 
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Figura 17: Imagen de microscopía óptica de fluorescencia (magnificación 20x) del segmento proximal de un 

injerto nervioso del grupo experimental B tras el marcaje con DAPI de los núcleos celulares (azul), donde se 

observan las membranas plasmáticas en rojo de las CTM marcadas con DiI (flechas blancas).  
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Microscopía electrónica 

 

El análisis de los datos obtenidos de las mediciones realizadas en los cortes de 

microscopía electrónica (Tabla 2) puso de manifiesto diferencias estadísticamente 

significativas (P < 0.05) entre los grupos al analizar el grosor de la vaina de mielina, que 

fueron significativamente mayores en el grupo control (0.81 ± 0,07 μm) en comparación 

con los grupos experimentales A (0.72 ± 0,08 μm) y B (0.72 ± 0,07 μm) (Figura 18). 

También fueron halladas diferencias en el área de la vaina de mielina al comparar ambos 

grupos experimentales con el grupo control, siendo significativamente mayores en el 

grupo control (13.09 ± 2,67 μm²) en comparación con el grupo experimental A (10.01 ± 

2,97 μm²). Las diferencias observadas en el área de la vaina de mielina, a pesar de ser 

mayores en el grupo control, no fueron estadísticamente significativas al compararlas con 

el grupo experimental B (Figura 19). No fueron halladas diferencias en ninguno de los dos 

parámetros medidos anteriormente entre los dos grupos experimentales (Tabla 2). 

 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los grupos al 

analizar el diámetro total de las fibras y el área de las mismas. Tampoco se evidenció una 

diferencia porcentual en cuanto al número de fibras mielínicas y no mielínicas, pero si en 

el total de las mismas, siendo significativamente mayor en el grupo control, seguido del 

grupo experimental B (P < 0.05). 

 

En las imágenes de microscopía electrónica fueron fácilmente evidenciables las 

diferencias entre los grupos experimentales y el control, siendo lo más llamativo la mayor 

densidad de fibras nerviosas en el grupo control, dónde además se pudo apreciar un 

mayor grosor de la vaina de mielina (Figura 20).  
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Control Experimental A Experimental B  
P 

Media DS Mediana Media DS Mediana Media DS Mediana 

Grosor (µm) 0.81 0,07 0.84 0.72* 0,08 0.72* 0.72* 0,07 0.70* 0.006 

Área de la 
vaina (µm²) 

13.09* 2,67 13.18 10.01* 2,97 10.19* 10.44 2,61 10.25 0.023 

Diámetro 
(µm) 

3.19 0,46 3.24 3.15 0,91 3.26 3.66 1,23 3.29 0.81 

Área de la 
fibra (µm²) 

9.42 2,58 9.51 10.37 5,56 10.37 13.24 9,22 9.29 0.843 

% de fibras 
mielínicas 

41.09 10,73 39.68 53.21* 12,64 55.15 45.48 10,65 43.71 0.051 

 

Tabla 2: Resultados del análisis de la microscopía electrónica. Se marcan con un asterisco los datos de los 

grupos experimentales que mostraron diferencias estadísticamente significativas al compararlos con el grupo 

control, donde P < 0.05. 
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Figura 18: La gráfica muestra las diferencias en el grosor de la vaina de mielina entre los grupos. No se 

hallaron diferencias estadísticamente significativas entre los grupos experimentales, pero sí de ambos con el 

grupo control (grupo A: P < 0.04 y grupo B: P < 0.007), siendo mayor en este último. Consideramos 

significación estadística una P < 0.05 (*).  Los valores extremos aparecen reflejados con un círculo (o). 

 

 

P < 0.04 

P < 0.007 

     *     * 

    *     * 
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Figura 19: La gráfica muestra las diferencias en el área de la vaina de mielina entre los grupos. El grupo 

control presenta un área mayor que los grupos experimentales, hallándose significación estadística en esta 

diferencia entre el grupo control y el grupo experimental A. Consideramos significación estadística una P < 

0.05 (*).   

P < 0.034 
     *       *      *      * P < 0.034 



Resultados 65

 

 

 

 

Figura 20: Imagen de microscopía electrónica de transmisión (magnificación 4000x) del segmento distal de los 

injertos nervioso. Las imágenes se corresponden por orden a los grupos A, B y control. Se puede apreciar la 

preservación de la membrana basal en todos los grupos, así como el mayor diámetro de la vaina de mielina en 

el grupo control (flechas blancas). 

 





 

 
 

Discusión 

Las lesiones del plexo braquial continúan siendo una patología devastadora, cuyo 

tratamiento dista mucho de aportar unos resultados ideales, requiriendo en la mayoría de 

los casos, asumir una morbilidad añadida en las áreas donantes. La realización de este 

estudio pretende presentar un modelo experimental para lesiones del plexo braquial 

sencillo, fácilmente reproducible y que además ofrezca versatilidad para generar nuevos 

modelos de estudio.  

 

Existen numerosos trabajos previos que avalan el uso del modelo murino por sus 

similitudes con el humano para el estudio de la patología del plexo braquial103,104. La 

literatura lo respalda tanto como modelo para patología congénita, como traumática17,18. 

Su bajo coste, la facilidad de estabulación de los animales y su sencillo manejo lo hacen 

óptimo para la investigación inicial y desarrollo de nuevas técnicas. Bien es cierto que 

existen pequeñas variaciones anatómicas en cuanto a la topografía del plexo murino si lo 

comparamos con el humano. La más significativa es la aportación de la raíz C7 al nervio 

musculocutáneo como describen Bobkiewicz et al., que a diferencia del humano solo 

presenta aportación de las raíces C5 y C622. Esta aportación no interfiere en el modelo, 

puesto que para realizar la transferencia, aunque la lesión sea selectiva de las raíces 

superiores, se realiza la sección completa a nivel proximal del nervio musculocutáneo, lo 

que evita una posible reinervación a través de C7. A pesar de que esta aportación de C7 

está descrita, Bertelli et al. demostraron que la mayor parte de las fibras del 

musculocutáneo que inervan el bíceps provienen de C5, y en menor medida de C4 y C6103. 

Para este trabajo nos decantamos por no añadir una lesión del tronco medio al modelo a 
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pesar de esta variación anatómica para evitar las posibles lesiones secundarias asociadas a 

las secuelas de una lesión de C7 completa, lo que dificultaría el manejo del animal y 

añadiría una morbilidad innecesaria en el postoperatorio. 

 

Bertelli et al., contrariamente a lo sugerido por Greene, demostraron que el músculo 

bíceps solo estaba inervado por el nervio musculocutáneo y no por ramas del nervio 

radial, pero encontraron que un mes después de la denervación, las ratas a las que solo se 

les seccionó el nervio musculocutáneo tenían una puntuación más alta en la prueba de 

acicalamiento que las que tenía tanto el nervio musculocutáneo como la rama profunda 

del nervio radial seccionados103. En nuestro estudio se evaluó la presencia de flexión del 

codo sincrónicamente con la respiración por la acción del nervio frénico, por lo tanto, la 

posible interferencia de la función del nervio radial no influyó en nuestra evaluación. 

 

Cabe destacar como limitación principal del modelo, la posibilidad de que se 

produzca una reinervación espontanea como describen Mackinnon et al. en un modelo de 

nervio ciático, donde observan reinervación espontanea tras cinco meses de una sección 

nerviosa con resección de un centímetro de tejido nervioso105. Es cierto que no se ha 

demostrado este efecto en tiempos de postoperatorio más corto, pero es un factor a tener 

en cuenta.  

 

A pesar de que ya existen trabajos como los de Fang et al. orientados al tratamiento de 

las lesiones preganglionales abordándolas a nivel de las raíces avulsionadas, la 

exposición, sobre todo de las raíces altas, es todavía muy compleja y se requiere de más 

investigaciones al respecto15,106, por lo que el uso de transferencias nerviosas sigue siendo 

la opción más viable de entre las que disponemos en la actualidad. Estudios como el de 

Bergmeister et al. han demostrado que el uso de transferencias nerviosas puede 

hiperinervar los músculos diana, generando cambios neurofisiológicos sobre ellos, lo que 

permite una recuperación funcional en mucho casos cercana a la normal107.  
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Zhang et al. ya mostraron con la transferencia del nervio frénico para el nervio 

musculocutáneo un buen resultado en cuanto a la supervivencia de las neuronas motoras, 

así como de la regeneración nerviosa y de la reinervación del bíceps al compararlo con la 

neurorrafia directa del nervio musculocutáneo46. En este trabajo presentamos un modelo 

transferencia nerviosa, empleando el nervio frénico asociado a un injerto para la 

reinervación del músculo bíceps en una lesión selectiva del tronco superior de plexo 

braquial, para lo que comparamos tres variantes de tejido nervioso como injerto de 

interposición; tejido nervioso autólogo, tejido nervioso heterólogo acelular, tejido 

nervioso heterólogo acelular como soporte para la adición de células troncales 

mesenquimales procedentes de médula ósea. Con la salvedad del estudio de Yang et al., 

que presentan una modelo similar empleando C7 contralateral108, es, de acuerdo con la 

literatura revisada, la primera vez que se presenta un injerto nervioso acelular asociado a 

células troncales mesenquimales de medula ósea como puente para una transferencia de 

nervio frénico a musculocutáneo.  

 

La elección del nervio frénico como donante siempre ha sido muy controvertida, por 

la posibilidad de generar alteraciones respiratorias. Existen estudios encaminados que 

describen transferencias termino-laterales para minimizar posibles secuelas y preservar la 

función del nervio donante109, pero por el momento no se ha evidenciado que logren un 

resultado equiparable al uso de la sutura termino-terminal. También es cierto que, por su 

origen anatómico, el nervio frénico puede verse dañado en las lesiones de tronco 

superior, siendo necesario en estos caso plantear el uso de otras opciones como puede ser 

el nervio espinal accesorio como nervio donante110. 

 

Nos hemos basado en el trabajo de Zhang et al. para la elección del tiempo de 

seguimiento de 12 semanas. Al igual que ellos, evidenciamos los primeros datos de 

contracción muscular del bíceps de manera sincrónica con a la respiración tras la 
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reinervación entre la tercera y la cuarta semana tras la cirugía46. No se pudo emplear el 

test del aseo para monitorizar la recuperación motora clínica debido a que ninguno de los 

animales logró un control voluntario para la flexión del codo debido al uso del nervio 

frénico como donante.  

 

En relación a la técnica quirúrgica, en nuestra experiencia, la posición del animal es 

clave para el abordaje y visualización adecuada de las raíces bajas del plexo. Optamos por 

una posición del animal con su porción más cefálica orientada hacia el investigador, lo 

que no solo nos proporcionó un más fácil acceso a las estructuras, sino que nos permitió 

realizar la técnica quirúrgica de manera más sencilla. A pesar de que hemos encontrado 

imágenes en otros trabajos como el Bobkiewicz et al. que sugieren que la posición del 

animal puede ser la misma que hemos empleado nosotros22, no lo hemos encontrado 

descrito en la literatura revisada.  

 

De manera concordante a la literatura previa, el tejido nervioso descelularizado 

empleado presenta unas características óptimas que permiten la siembra de células 

troncales mesenquimales sin dañar su estructura, como se evidencia en las imágenes de 

microscopía electrónica. Presenta como ventaja al uso de otro de tipo de aloinjertos, como 

por ejemplo los vascularizados, en que no requiere del uso de inmunosupresión111–113. Se 

ha descrito en múltiples modelos en nervio ciático la superioridad del injerto 

descelularizado al asociarlo a factores de crecimiento como el FNTC o a fármacos como la 

etifoxina113,114.  

 

La selección de las células troncales mesenquimales procedentes de médula ósea se 

realizó debido a su amplia disponibilidad y a la existencia de múltiples estudios en 

modelo animal que avalan positivamente sus resultados en el proceso de reinervación19,20. 

A pesar de no haber hallado diferencias estadísticamente significativas en nuestro modelo 

al comparar los grupos con y sin células troncales como si evidencian otros estudios como 
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el de Zhao et al. o el de Wang et al.16,115, sí podemos afirmar que el tejido nervioso 

descelularizado ha funcionado como una estructura de soporte óptimo para ellas, como 

proponen Tang et al.116, ya que en los estudios de fluorescencia se pudo observar su 

supervivencia a las 12 semanas postimplantación. Los estudios de Fan et al. muestran un 

efecto favorable de las células madre en cuanto a la capacidad inmunomoduladora, 

reduciendo los factores proinflamatorios, además de una clara superioridad de las células 

Schwann-like en comparación con células madre provenientes de la médula ósea14,117. 

Cabe destacar que el el estudio de Wang et al tampoco se hallaron diferencias 

estadísticamente significativas, al igual que en nuestro trabajo, entre los injertos acelulares 

con y sin células madre cuando se analizaba el grosor de las fibras de mielina115. Es 

posible que uno de los factores clave se encontrase en crear un microambiente óptimo que 

facilitase su diferenciación hacía células Schwann-like maximizando su capacidad 

potencial de plasticidad118. 

 

En nuestro estudio observamos una vez más que los resultados obtenidos con el uso 

de injertos nerviosos heterólogo descelularizados distan mucho de ser los mismos que los 

que se logran mediante el uso de los autoinjertos, y encontramos que la adición de células 

troncales mesenquimales proveniente de médula ósea no aportó una mejora 

suficientemente significativa en los parámetros de regeneración nerviosa en este estudio. 

Bien es cierto que la tendencia de los datos al analizar los potenciales de acción nerviosos 

sugirieron mayores amplitudes y menores latencias en el grupo experimental B al 

compararlo con el grupo experimental A, siendo estas diferencias estadísticamente 

significativas al analizar las latencias. Aun no habiendo hallado otras diferencias con 

significación estadística entre ambos grupos experimentales, consideramos relevante el 

modelo, puesto que existen pocos trabajos de estas características centrados en la 

reparación del plexo braquial, lo que nos hace ver la necesidad de profundizar en el 

desarrollo de nuevas alternativas. Además, en el análisis de los injertos nerviosos 

descelularizados del grupo experimental B se observó una gran población celular que no 
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era DiI positiva, lo que indica que esas células procedían de novo del receptor. Se podría 

especular que esas células no tuvieron el tiempo suficiente para diferenciarse y favorecer 

una recuperación estructural y funcional del nervio superior a la que se obtendría con un 

injerto autólogo, aunque sí para colonizar una zona que estaba descelularizada. Un efecto 

similar se encontró en el trabajo de Fernandez-Pernas P. et al119. Consideramos que la 

posible aplicación clínica de los injertos descelularizados asociados a células troncales 

mesenquimales proveniente de médula ósea debería basarse en nuevos estudios 

experimentales que optimicen la creación de un microambiente que facilite la 

diferenciación celular.  

 

 



 

 
 

Conclusiones  

 

1. El análisis de los resultados valida nuevamente al injerto autólogo como 

método de elección frente al uso de aloinjertos de nervio acelulares, empleados 

de manera aislada o asociado a células troncales mesenquimales provenientes 

de médula ósea. El injerto autólogo presenta diferencias estadísticamente 

significativas, mostrando mayor amplitud y menor latencia de los potenciales 

de acción motores compuestos, así como mayor grosor y área de la vaina de 

mielina frente a los grupos experimentales A y B.  

 

2. Al comparar el uso de los injertos nerviosos descelularizados de manera 

aislada o asociados a las células troncales mesenquimales, no se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas, a excepción de tiempos de latencia 

menores en el grupo asociado a células troncales mesenquimales.  

 

3. El nuevo modelo de abordaje quirúrgico para el estudio de las lesiones de las 

raíces C5 y C6 del tronco superior del plexo braquial mediante la transferencia 

del nervio frénico al nervio musculocutáneo utilizado para este trabajo, resulta 

sencillo y facilita la disección para la realización del procedimiento en estudios 

ulteriores o para el entrenamiento microquirúrgico. 
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