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RESUMEN

Las lesiones de nervio periférico son alteraciones causadas en su mayoria por traumas
mecénicos que alteran la capacidad axonal del nervio de transmitir impulsos tanto
sensitivos como motores, lo que genera severa discapacidad fisica en los pacientes,
alteraciones en su calidad de vida y en su actividad econdémica. El tratamiento
convencional en algunas ocasiones no puede superar las limitaciones fisiolégicas de
recuperacion en cuanto a velocidad de regeneracién y restablecimiento de la
funcionalidad, debido al mecanismo de trauma o la brecha generada en el nervio, por eso
se han explorado diferentes opciones como la terapia celular y el uso biomateriales, con
resultados que varian desde un éxito moderado hasta una eficacia nula.

Una alternativa prometedora es el uso de células madre mesénquimales, pues ha
demostrado mejorar la velocidad de regeneracion axonal y aumentar el grado de
mielinizacién durante el proceso de reparacion nerviosa. Sin embargo, recientes estudios
cientificos parecen indicar que la capacidad neurorregenerativa de las células madre
mesénquimales no esta basada en una diferenciacién a tipos celulares del tejido nervioso,
sino mas bien en el efecto paracrino que ejercen sobre las células circundantes. Este
efecto paracrino ocurre a través de moléculas biolégicamente activas que son liberadas
por las células madre al ambiente extracelular y que inician procesos celulares orientados
a la reparacion del tejido dafiado. Las mismas moléculas secretadas por las células madre
in vivo se pueden encontrar en los medios de cultivo cuando las células son expandidas
en el laboratorio y estos se conocen como medios condicionados de células madre
mesénquimales. Los medios condicionados no contienen células madre, reduciendo los
riesgos del trasplante celular y otorgando facilidades de manejo, disponibilidad y
aplicacion.

Este estudio funcional, comparando la eficacia de los medios condicionados en un modelo
de lesién de nervio periférico en ratas, muestra una menor alteracién del patrén de
marcha y mayores cambios electromiogréaficos en los subgrupos de autoinjerto, medios
condicionados y autoinjerto + medios condicionados, sin diferencias estadisticamente
significativas entre ellos y con los otros subgrupos.

Palabras clave: Células madre mesenquimales, regeneracion nerviosa, medios
condicionados, nervio periférico.



ABSTRACT

Peripheral nerve injuries are mostly caused by mechanical trauma, affecting nerve
conduction and resulting in a sensory and motor deficit, leading to functional disabilities
and economic issues for the patients. Conventional treatment could not be enough for
repair sometimes, because of the damaged tissue or nerve gap. As a result, cell
investigation and use of many biomaterials for artificial nerve conduits has been explored
as alternative treatments.

Mesenchymal stem cells have demostrated faster recovery and better quality at the nerve
fiber. However in the last years has been shown its capability to differenciate into multiple
tissue lineages is less important than the paracrine effect on the other cells. This active
molecules in the extracellular enviroment are the beginers of the repair process, and can
be finded at cellular cultures in the laboratory, called condicioned medium, avoiding
inmunologic issues and providing easier access than a cell transplant.

This functional study, comparing efficacy of conditioned medium in a peripheral nerve
injury in rats, shows less impaired walking and more electrophysiologic changes at
autograft, autograft + condicioned medium, and condicioned médium groups, without
significant differences wilth the other groups or between them.

Keywords: Mesenchymal stem cell, nerve repair, condicioned médium, peripheral nerve.



JUSTIFICACION

Las lesiones de nervio periférico son una causa de gran morbilidad en los pacientes
afectados [1], ocurriendo desde la infancia, en el mismo momento del nacimiento por un
trabajo de parto complicado, hasta las generadas por accidentes de transito, irradiacion,
lesiones eléctricas y por temperaturas extremas.

Estadisticas internacionales reportan que en el 2.8% de las heridas traumaticas puede
haber lesibn de nervio periférico [2], sin embargo la incidencia varia enormemente en
cada pais, segun la casuistica principal.

Debido a la alta incidencia de accidentes de transito y los traumas por lesiones
personales, en nuestro medio es relativamente frecuente encontrar pacientes que han
sufrido lesiones nerviosas con consecuencias tan graves como la perdida de una funcién
corporal o dolores neuropaticos, disminuyendo notablemente la calidad de vida,
generando problemas psicologicos para él y su familia, y creando condiciones de invalidez
que afectan su desarrollo personal y profesional.

Esta situacién genera un gran impacto econdémico pues los individuos que se encuentran
en edad productiva pierden su capacidad de trabajar, las pensiones por invalidez inician
desde temprana edad y los costos de los tratamientos a los que son sometidos para
recuperar parte de la funcion comprometida son elevados.

Dependiendo del origen de la lesion, del tamafio de la brecha, y del compromiso de
funciones corporales que conlleve, las alternativas terapéuticas actuales pueden ser
insuficientes para lograr una reparacion satisfactoria. Aprobados en Estados Unidos por la
FDA, comercialmente se pueden adquirir conductos a base de colageno, en especial
colageno tipo | y lll; PGA, gue al ser un material poroso presenta procesos de reabsorciéon
a los 6 meses y coprolactona, un poliéster alifatico cuya degradacion llega a ser completa
al afo del injerto [3]. Ademas, se cuenta con pegamentos de fibrina humana [4] como
coadyuvantes en la reparacién del nervio; sin embargo, su uso esta limitado por el costo y
la dificultad de adquisicion en nuestro medio.

Se ha investigado el uso de diferentes biomateriales [1, 5] que sirvan como soporte para
el crecimiento axonal [6-9] y también se han realizado estudios empleando células madre
mesénquimales [10, 11], células madre diferenciadas a linajes neurogénicos [8, 12] y
proteinas de la matriz extracelular [13], todo esto en busca de una alternativa al uso de
autoinjertos cuya obtencién puede ser dificil teniendo en cuenta la cantidad y longitud
necesaria de la fibra y que dependiendo del sitio donante puede generar un defecto
funcional.

En la Ultima década se ha descrito la capacidad de las células madre como potenciales
regeneradoras de tejido lesionado y su utilidad en diversas patologias donde la
inflamacién y la destruccion celular son el problema central [14-16], considerdndose que
su principal accion residia en la capacidad de multiplicacion y diferenciacion. No obstante,
multiples ensayos in vivo han demostrado que las células madre tienen una baja tasa de
implantacién y de diferenciacion en tejidos lesionados [17] y no contribuyen de manera
significativa al volumen celular [18, 19]. Por otro lado, evidencia cientifica reciente sugiere
que las células madre mesénquimales ejercen su funcién protectora y restaurativa por



efecto paracrino —la secreciéon al medio ambiente celular de moléculas bioldégicamente
activas— generando cambios fisioldgicos sobre las células que la rodean [20-22]. Estas
moléculas secretadas se pueden encontrar en los medios donde son cultivadas las
células madre y estos se conocen como medios condicionados de células madre
mesénguimales.

Esto significa que no es necesario que la célula permanezca en el sitio de la lesion,
usando como alternativa el producto de su metabolismo presente en los medios
condicionados para obtener resultados similares sin los riesgos inherentes al trasplante de
células no diferenciadas y a un menor costo, ya que los medios condicionados no
contienen células de ningun tipo, son de facil obtencién y pueden almacenarse de forma
que estén disponibles en unos cuantos minutos para su uso, siendo una opcion de gran
interés para aplicaciones clinicas.

La linea de investigacion “Plexo Braquial Y Nervio Periférico, Cirugia De Mano Y
Microcirugia” Unidad de Ortopedia y traumatologia, trabajando conjuntamente con el
grupo de investigacién “Biologia de Células Madre”, de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia, proponen evaluar con el presente estudio la
efectividad de los medios condicionados de células madre mesénquimales para regenerar
tejido nervioso en un modelo de lesion de nervio periférico, en ratas.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Pueden los medios condicionados de células madre mesénquimales inducir la
regeneracion nerviosa en uno modelo de lesion de nervio periférico en ratas?

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia de los medios condicionados de células madre mesénquimales en la
regeneracion de nervio periférico en un modelo de lesién nerviosa en ratas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar el grado de recuperacién funcional durante la marcha, en un modelo de
lesion de nervio periférico en ratas, tratadas con medios condicionados de células
madre mesénquimales vs aquellas tratadas con autoinjerto, células madre o matriz de
fibrina.

o Estudiar la respuesta electrofisiolégica de la fibra nerviosa en un modelo de lesién de
nervio periférico en ratas tratadas con medios condicionados de células madre
mesénquimales vs. aquellas tratadas con autoinjerto, células madre o matriz de
fibrina.



MARCO TEORICO

Lesién de nervio periférico

A diferencia de las alteraciones ocasionadas en el sistema nervioso central, en el nervio
periférico existe la posibilidad de regeneraciébn nerviosa [23], dependiendo de la
naturaleza y extension del trauma, del tiempo en que posteriormente se lleve a cabo la
reparacion [24], y de los requerimientos adicionales que sean empleados para dicho fin.

Sin importar que la lesion sea térmica, quimica o mecanica, la regeneracion dependera
del compromiso de la fibra, ya sea del axén o de las capas que lo recubren, lo que
interferira de distinta manera con las sefiales enviadas desde el cuerpo neuronal.
Sunderland ha descrito 5 grados de lesion [1, 2, 25]:

Grado 1: Neurapraxia, bloqueo de la conduccién nerviosa.

Grado 2: Axonotmesis, lesion del axén sin lesiéon del endoneuro.
Grado 3: Lesion del axén y endoneuro, sin dafio del perineuro.
Grado 4: Lesién del funiculo, el epineuro mantiene la continuidad.

Grado 5: Lesion del tronco nervioso.

El grado 1 y 2, que corresponden a neurapraxia y axonotmesis, son las de mejor
pronéstico, sin embargo a medida que la lesion progresa y compromete el endoneuro, el
epineuro y el perineuro, peor es el desenlace.

Biologia de la reparacion de nervio periférico

Los mecanismos de reparacion requieren diferentes procesos y mayor tiempo
dependiendo del tipo de lesibn que se encuentre, a mayor compromiso de la fibra el
proceso inflamatorio serd mayor y tomara mas tiempo en su reparacion, haciendo
evidente la alteraciéon de la funciéon neuronal y la hipotrofia muscular secundaria, dando
lugar con mayor frecuencia, a conexiones aberrantes y reparacion anomala de la fibra.

En la fase inicial del proceso, es posible observar los cambios degenerativos que suceden
proximales y distales al sitio de la lesién e incluso cambios identificables en el cuerpo
neuronal, como la excentricidad del nlcleo, los cambios en el citoplasma y alteraciones en
la actividad metabdlica de la neurona [2, 26]. La recuperacién de estos cambios puede
durar de semanas a meses y depende adicionalmente de la adecuada conexién de las
fibras periféricas. En un primer momento son las sefiales generadas desde el cuerpo
neuronal en reaccion al dafio axonal y la degeneracion Walleriana [23, 26] las que
conducen una respuesta inflamatoria celular y humoral y procesos mediados por calcio.
Luego la reparacion continua por la proliferacion y actividad de células de Schwann [24],
generalmente mediada por segundos mensajeros cuya respuesta se evidencia en la
transcripcion y traduccion de proteinas para la regeneracion del axén [2] y la formacion de
bandas de Bungner [27]. Cuando la degeneracién axonal es demasiado extensa, las
células de Schwann no alcanzan a producir los factores de crecimiento y los componentes
de la matriz celular necesarios, entonces la regeneracion no se lleva a cabo. Si la lesion
de la fibra distal no ha sido severa, el crecimiento de la fibra en promedio es de 1 a 3 mm
por dia.

Es de anotar que la neurotmesis es la lesion mas grave que se puede encontrar y
necesita reparacion quirdrgica, sin embargo de debe evaluar muy bien la lesiéon para
elegir la técnica quirargica més adecuada.



Muchas estrategias han sido empleadas a través del tiempo para intentar corregir estos
defectos, desde la primera técnica reportada entre 1870 y 1900. Con el desarrollo de la
microcirugia y sus elementos, como la sutura primaria inmediata de extremo a extremo, 0
de extremo a la cara lateral de la fibra nerviosa, sutura epineural y sutura de fasciculos
individuales [28] se logré un mayor rango de tratamiento para este tipo de lesiones. Sin
embargo, en algunos casos la lesion nerviosa deja un segmento muy amplio entre los
extremos nerviosos que no permite una regeneracion satisfactoria, por lo que ha sido
necesario el empleo de injertos nerviosos, sean autoinjertos, aloinjertos o incluso
xenoinjertos. Actualmente los mejores resultados son con la utilizacion de autoinjertos, los
cuales por su parte presentan el inconveniente de ser limitados en su obtencion [24],
dependiendo de la longitud requerida para reparar el dafio y de una posible lesién
nerviosa en el sitio donante. Cabe destacar que por mas de 100 afios desde su incursion
en el campo de la regeneracién nerviosa [2], los autoinjertos contindan siendo el “gold
standard” para la reparacion de defectos de las fibras nerviosas periféricas [24] y es el
mecanismo con el que se comparan las nuevas tecnologias en cuanto a aloinjertos se
refiere. Los nervios mas cominmente utilizados en el proceso son el nervio sural y nervios
cutaneos, pero también se han empleado ramas sensitivas del nervio radial, del nervio
mediano e injertos del nervio cubital [29]. Actualmente las transferencias nerviosas o
neurotizaciones estan siendo ampliamente empleadas para este fin.

Como alternativa, se ha propuesto entonces la utilizacién de diferentes materiales [2, 6,
30] que pueden servir de conductos [31] para permitir una regeneracion nerviosa
adecuada, en pacientes en quienes el autoinjerto no es una opcion, por el mecanismo de
trauma, por la longitud de la lesién o por la falta de sitios para conseguir el injerto.

Cuando inicialmente se planteé esta posibilidad, se iniciaron estudios con poliésteres,
pero se observé baja biocompatibilidad, dificultad en el procesamiento y degradacion
prematura, por lo que se hicieron modificaciones. También se intent6é con otros materiales
como silicona [32], poliuretano, acido poliglicélico o mezclas de diferentes sustancias [24],
siempre buscando que logren en lo posible los 3 principios bésicos: biocompatibilidad,
fuerza mecéanica y una adecuada capacidad de conductancia [33].

Ademas de lograr el material que mejor contribuyera a la regeneracion nerviosa, también
se identificé la necesidad de acompafiarlo de sustancias que incrementaran el crecimiento
y la diferenciacion de la fibra nerviosa [34] para lograr mejores resultados, por lo que se le
ha dado gran importancia a componentes que hacen parte de la matriz extracelular y
factores de crecimiento de diferentes lineas celulares [35-37]. También se ha observado
gue existe menor respuesta inflamatoria y menor fibrosis asociada con sellantes de fibrina
[28] en comparacion con las suturas usuales.

Células madre

El cuerpo humano contiene varios billones de células de cerca de 225 diferentes tipos
celulares que componen los tejidos de los diferentes 6rganos. Estos diferentes tipos
celulares se originan a partir de una unica célula (el cigoto), a través de un complejo
proceso de diferenciacién durante el cual, grupos de genes particulares se activan o
desactivan, dando a cada tipo celular, sus caracteristicas de individualidad. La mayoria de
las células diferenciadas no pueden replicarse y su reemplazo, cuando asi se requiere,
debe hacerse a partir de un grupo de células indiferenciadas que mantienen su capacidad
de autorreplicarse: las células madre [38, 39].



Las células madre se pueden definir como un grupo de células indiferenciadas que
poseen dos caracteristicas principales: capacidad de autorrenovacion y capacidad de
diferenciacién. La primera es asimétrica ya que una de las células conserva dicha
capacidad y la otra se diferencia en un linaje especializado, incluso luego de un periodo
de inactividad [40-43].

Ademas de las caracteristicas anteriores, estas células tienen un enorme potencial de
expansion; pueden diferenciarse a otros tipos celulares distintos a las células de los
organos en los que residen, capacidad conocida como plasticidad y pueden permanecer
quiescentes en sus microambientes hasta que un estimulo adecuado las hace entrar
nuevamente en sus ciclos celulares, situacién que las protege de potenciales dafios en su
ADN y amplia el tiempo en que permanecen presentes en el tejido [39, 44-47].

Las células madre mesénquimales (MSCs)

Las MSC son una subpoblacién de células indiferenciadas heterogéneas multipotentes,
no hematopoyéticas, de origen mesodérmico, que conservan la capacidad de
diferenciacion a linajes mesénquimales [48-50].

Entre sus propiedades Unicas, se ha demostrado que las MSCs pueden evadir el sistema
inmune y ser indetectables durante largos periodos de tiempo, también se ha
documentado sus propiedades inmunomoduladoras en enfermedades autoinmunes y han
sido asociadas con una reduccién de la incidencia de la enfermedad injerto vs huésped
[51, 52].

Ademas de estas caracteristicas, el Comité de Células Madre Mesénquimales y Tisulares
de la Sociedad Internacional para Terapia Celular (ISCT) establecié 3 criterios minimos
para definir las MSC: 1) ser adherentes al plastico en condiciones estdndar de cultivo en
laboratorio, 2) deben ser positivas en la expresion de marcadores de linaje como Stro-1,
CD90, CD73, CD13 y CD105 y negativas para CD11b, CD19, CD45, CD34, CD14, CD79a
y HLA-DR, aunque persiste la dificultad de encontrar los marcadores moleculares que
permitan su identificacion apropiada in situ, y 3) capacidad de diferenciarse en
osteoblastos, adipocitos y condroblastos in vitro [53-60].

Las células madre mesénquimales y regeneracion nerviosa

La reparacidén quirdrgica de nervio periférico ha resultado insuficiente en el manejo clinico
de lesiones nerviosas, sin poder solucionar problemas como la muerte neuronal, el lento
crecimiento axonal y la pérdida de sensibilidad [61-63]. Las MSCs son una alternativa
prometedora para terapias celulares en déficits neuroldgicos por su facilidad de obtencion,
rapido crecimiento y propiedades inmunomoduladoras que permiten trasplantes
alogénicos [64-66].

Se han desarrollado diferentes técnicas con biomateriales para facilitar el crecimiento del
nervio, siendo las mas eficientes aquellas que incorporan células madre para mejorar la
regeneracion nerviosa basadas en la plasticidad celular [12, 67, 68]. Aunque aun se
desconoce el mecanismo neurogénico de las MSCs, se han propuesto varios modelos:
transdiferenciacion a células nerviosas, fusion celular espontanea y secrecion de factores
de crecimiento y neurotécticos [19].

Varios estudios demuestran el potencial terapéutico de las MSCs en la terapia celular

para la reparacion nerviosa, existiendo ya ensayos clinicos en humanos para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson [69].



Efecto Paracrino de las MSCs

Nuevas teorias sobre los mecanismos de accion de las MSCs proponen la secrecion de
moléculas biol6gicamente activas que inducen cambios fisiol6gicos en otras células,
ofreciendo una via de accién en donde las MSCs no necesitan diferenciarse a la
poblacion tisular especifica para poder ser terapéuticas [52]. El reconocimiento de la
importancia del efecto paracrino es demostrado por las nuevas estrategias de ingenieria
genética que buscan incrementar la produccion de factores bioldgicos [70-72].

Existe suficiente evidencia que demuestra la importancia de la actividad secretora de las
células madre in vivo en la regulacion de factores de crecimiento, citoquinas y en la
reparacion tisular [73, 74]. Cada dia aumenta el nimero de moléculas que tienen efectos
paracrinos y basicamente se pueden dividir segin su funcion en: troficos,
inmunomoduladores, quimioatrayentes, antifibroticos y antiapoptoticos [52].

Medios condicionados (MC)

Los MC son los medios en el que se han cultivado células por un determinado tiempo, los
cuales contienen factores de crecimiento y citoquinas secretados por las células
cultivadas y liberadas al medio, responsables de la actividad biolégica [40].

Usos y formas de empleo de los MC

Los MC de MSCs tienen un efecto similar a las células madre en su capacidad de
disminuir el dafio celular, con actividad neurotrépica y neuroprotectora en las neuronas
locales, asi como mecanismos de direccionamiento por moléculas de la matriz
extracelular [75-77]. Existen teorias que explican la regeneracion neuronal gracias a la
accion de citoquinas y factores solubles liberados por las MSCs en el medio, con
evidencia cientifica de la modificacion del microambiente secundaria a la funcién exocrina
y paracrina de estas [78, 79].

Modelos de lesién de nervio periférico en animales

Los estudios en animales han sido necesarios para lograr un mejor entendimiento de la
lesion nerviosa y su regeneracion, y para investigar nuevas formas para su reparacion. El
modelo de lesibn en nervio ciatico en ratas ha sido ampliamente escogido por que
anatomicamente es un nervio largo que permite un estudio patolégico completo y en
cuanto a seguimiento se pueden estudiar patrones definidos en distintos grupos
musculares para valorar su funcién [25].

El seguimiento funcional de las ratas ha generado diferentes enfoques para su
objetivacion, dado la enorme variabilidad en los resultados obtenidos[80], uno de los
métodos empleados se ha hecho mediante observaciones y mediciones de la plantiflexion
de la pata y el angulo del tobillo durante la marcha[81], ademas la escala BBB, utilizada
en ocasiones para seguimiento de lesidon neurolégica central, puede dar un valor
adicional. En cuanto a la observacién de la fase de apoyo durante la marcha es necesario
tener en cuenta los 4 periodos de ésta: el contacto inicial, que se hace con los dedos;
despegue opuesto, en el que los dedos terminan de apoyarse en el suelo, al igual que la
planta del pie; elevacion de talén en el que la tibia avanza hacia delante del eje del tobillo;
y despegue en el que los dedos dejan el suelo posterior a realizar plantiflexion[82].
Posterior a una lesion neuroldgica los patrones se alteran y su observacion juiciosa puede
ayudar a determinar el estado de la lesién y de posible reinervacion.



METODOLOGIA

TIPO DE ESTUDIO
Estudio de tipo experimental in vivo.

TIPO DE MUESTRA

Para el estudio se us6 el modelo animal de lesién de nervio periférico en ratas tipo Wistar,
adquiridas en el bioterio de la Universidad Nacional de Colombia y el bioterio de la
Pontificia Universidad Javeriana. Se mantuvieron bajo condiciones estandar, 12 horas de
luz y oscuridad, aguay comida ad libitum.

TAMANO DE LA MUESTRA

Se conformaron siete (7) grupos de experimentacién para realizar el procedimiento en la
extremidad izquierda, tomando la derecha como control, distribuidos de la siguiente
manera:

GRUPO | NERVIOCIATICOIZQUERDO | |
Cirugia falsa (sin neurectomia)
MSC

Autoinjerto

Matriz de fibrina

Medios condicionados

Autoinjerto + medios condicionados
Segunda intencion

N BB DS B BN

El periodo de observacion total fue de 3 meses.

TUBOS DE SILICONA MEDICA:

Se utilizaron tubos estériles de silicona médica biol6gicamente inerte de 14mm de longitud
como conectores de los extremos nerviosos, dentro de los cuales se aplicara la matriz de
fibrina.

MATRIZ DE FIBRINA

La matriz tridimensional de fibrina se elaboré de acuerdo con protocolos estandarizados,
bajo condiciones de esterilidad. Se emplearon los siguientes componentes: Plasma
sanguineo humano (33.2%), solucion salina estéril (53.32%), acido tranexamico (0.64%),
DMEM 10% de SFB (6.64%) y CaCl2 estéril (6.64%). Una vez mezclados bajo
condiciones completamente estériles, se deja gelificar a 37.5°C por 8 min.

CELULAS MADRE MESENQUIMALES HUMANAS

Las MSCs humanas fueron tomadas de un stock celular, previamente caracterizadas por
citometria y diferenciacion in vitro, que se han obtenido de tejido adiposo humano usando
la técnica de explante bajo condiciones estériles.

MEDIOS CONDICIONADOS

Las MSCs derivadas de tejido adiposo se mantienen hasta el pasaje 8 con medio de
cultivo DMEM bajo en glucosa suplementado al 10% con suero fetal bovino, penicilina
100U/ml, estreptomicina 100pg/ml e incubadas a 37°C en atmosfera humeda con 5% de



CO2. Cuando las células alcanzan el 80% de confluencia se retira el medio DMEM bajo
en glucosa, se lavan tres veces con PBS y se adicionan 3ml de medio de cultivo libre de
suero fetal bovino. Las células se incuban en este medio por 24 horas en una incubadora
02/CO2 programada para mantener una tension de oxigeno del 2%, con las condiciones
habituales de temperatura y humedad para cultivos celulares. Terminadas las 24 horas se
retira el medio condicionado, se pasan por un filtro de 0.22um y se almacena a -20°C

MATRIZ DE FIBRINA CON CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Se sigue el mismo procedimiento para la elaboracion de la matriz de fibrina descrito
previamente, remplazando la solucion salina y el medio de cultivo DMEM por células
madre mesénquimales en suspensién a una concentraciéon de 100.000 células/ml.

MATRIZ DE FIBRINA CON MEDIOS CONDICIONADOS DE MSCs

Se sigue el mismo procedimiento para la elaboracion de la matriz de fibrina descrito
previamente, remplazando la solucion salina y el medio de cultivo DMEM por los medios
condicionados de células madre mesénquimales en una concentracion de 100ug /ml.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Luego de 2 semanas de adaptacion en el bioterio, las ratas se llevan al sitio de
operaciones donde el primer grupo son anestesiadas con una mezcla de Ketamina
(80mg/kg) + Xilazina (5mg/kg) y el segundo grupo con isofluorane. Luego de 5 minutos de
aplicada la anestesia, con el roedor en decubito prono, previa asepsia y antisepsia, se
realiza una incision transversa en el muslo del animal, siguiendo el eje del fémur pero
posterior a este, hasta la rodilla y se disecciona por planos en el rafe entre el masculo
biceps femoral y el gluteo, hasta lograr la exposicion del nervio ciatico, observando una
longitud promedio de 24mm. Una vez identificado el nervio, se procedera segun el grupo
de experimentacion asi:

Grupo 1: En el muslo izquierdo se expone el nervio y se procede a cerrar fascia y piel.
Grupo 2: En el muslo izquierdo se resecan 10 mm del nervio y se fijan los extremos al
tubo de silicona que contiene células madre. Cierre de fascia y piel.

Grupo 3: En el muslo izquierdo se reseca 10 mm del nervio y se procede a suturar
nuevamente el segmento resecado a los mufiones correspondientes, como un injerto de
nervio, cierre de fascia y piel.

Grupo 4: En el muslo izquierdo se resecan 10 mm del nervio y se fijan los extremos al
tubo de silicona + matriz de fibrina. Sutura de fascia y piel.

Grupo 5: Igual procedimiento que en el grupo previo, pero se utiliza matriz con medios
condicionados en los tubos de silicona. Sutura de fascia y piel.

Grupo 6: Igual procedimiento que en el grupo 3 pero posterior a la neurorrafia se aplican
medios condicionados realizando un bolsillo al suturar parcialmente los musculos
previamente mencionados. Cierre de piel.

Grupo 7: En el muslo izquierdo se reseca 10 mm del nervio, liberando Unicamente el
segmento de nervio, sin resecar, y se procede a suturar fascia y piel.

Luego se procede a cubrir la herida y administrar la dosis correspondiente de antibiético
profilactico y analgesia. Finalmente se trasladardn los animales a sus jaulas y se
monitorearan cada 10 min hasta su recuperacion completa de la anestesia.

REGISTRO DE ELECTROMIOGRAFIA
Se realiza electromiografia de gastrocnemios con el grupo de seguimiento a los 3 meses
para verificar conduccion.



1. Se llevaron los animales al sitio de procedimientos, y se aplicé anestesia inhalada con
isofluorane hasta lograr un estado de reposo poco profundo.

2. Se utilizé un equipo de electromiografia Cadwell Sierra Wave y un electrodo de aguja
concéntrica de calibre 27. Se exploré en cada rata el musculo gastrocnemio tanto de
la extremidad intervenida como de la sana, para analizar el comportamiento del
musculo en reposo en busca de signos de denervacién, comparar los potenciales de
unidad motora de las dos extremidades, asi como evidencia de signos de
reinervacion.

OBTENCION DE MUESTRAS

Las ratas fueron sacrificadas con Eutanex y con camara de CO2. Se tomaron muestras de
tejido muscular y nervioso, que fueron fijadas en paraforimaldehido al 4%, luego lavadas
con PBS conteniendo 30% de sucrosa y 0,1% de azida de sodio. Las muestras se
mantendran para estudios histopatoldgicos posteriores.

CRITERIOS DE EVALUACION Y SEGUIMIENTO
La evaluacion de la efectividad del tratamiento estara dada por:
1. La recuperacion funcional, por medio de la escala de Basso, Bettie y Bresnahan
(B.B.B.).

2. La recuperacion funcional mediante seguimiento en video de la marcha y
observacion de las fases de ésta

3. Larecuperacion electrofisiol6gica con electromiografia a las 12 semanas.

ANALISIS ESTADISTICO

Se analiz6 odds ratio entre los diferentes grupos de intervencion y se determindé intervalo
de confianza del 95% utilizando el software IBM SPSS23.

RESULTADOS

Inicialmente se tomé un grupo de 24 ratas divididas en los subgrupos segun el protocolo,
y los procedimientos se completaron en 6 dias; sin embargo durante el seguimiento fue
necesario un sacrificio temprano por complicaciones asociadas con un brote infeccioso
pulmonar que afectd a todo el lote. Con ellas se llegd a un seguimiento de 6 semanas.
Posteriormente fue necesario realizar un proceso con un nuevo grupo para lograr el
seguimiento completo de 3 meses.

Todas las ratas fueron machos, de raza Wistar, el primer grupo con peso entre 200 gr y
400 gr y el segundo grupo con peso entre 350 gr y 560 gr.

Del primer grupo durante los primeros 3 dias se tuvo una pérdida de 3 individuos por lo
qgue se intervinieron 2 individuos adicionales. Entre las semanas 5 y 6, se tuvo una
pérdida de 4 especimenes mas. Se logré un seguimiento completo de 20 ratas en 6
semanas. Se realizaron los sacrificios programados durante el siguiente mes.

El peso durante el primer mes, se incrementé en 11 individuos, logrando en promedio en
el grupo un aumento de 8 gr, mientras que en 7 individuos disminuyo, y en 5 siguié igual.



En el segundo grupo se tuvo una pérdida de 1 rata en los 2 primeros meses y 1 mas
durante el ultimo mes. En las primeras 6 semanas el 71 % se los individuos tuvo una
disminucion de peso entre 3y 55 gr.

En todas las ratas que fueron sometidas a seccion del nervio se observo procesos de
autofagia en la extremidad afectada, principalmente en los ultimos 3 dedos, que cesaron
después del primer mes, y se observé aparicion de Ulceras en el talén o en el pie.

Marcha

Se observo en video la marcha de los individuos en una plataforma de 80 cm, en el plano
sagital. Durante el seguimiento, el principal segmento afectado de la extremidad fue el pie
y los dedos, lo que durante la marcha se ve reflejado en la incapacidad para realizar el
primer apoyo de pie y para completar la fase de despegue (fases 1 y 4 de la marcha).
Todos los especimenes realizan la marcha principalmente con apoyo e impulso en planta
y talén. En el primer grupo, en el primer mes de postoperatorio 3 individuos (sham y
autoinjerto) presentaron algun grado de apoyo de los dedos en la primera fase y 12
individuos presentaban cierto contacto del antepie durante la fase de despegue, entre
éstos se encuentras los 2 del subgrupo de cirugia falsa, 1 individuo de células madre, 3
de autoinjerto, 2 de matriz de fibrina, 2 de medios condicionados, 1 de segunda intencion
y 1 de autoinjerto y medios condicionados. Al finalizar el seguimiento, 3 individuos (1
medios condicionados, 1 auntoinjerto y 1 medios condicionados + autoinjerto) lograron
contacto de los dedo durante el apoyo inicial y 11 especimenes lograban una mejor fase
de despegue, de los cuales 4 individuos no lo hacian inicialmente, este mejor patrén de
marcha se observé en dos especimenes del subgrupo de células madre, uno del
subgrupo de matriz de fibrina y uno de autoinjerto con medios condicionados. Del
segundo grupo 3 individuos presentaron contacto de dedos en el apoyo inicial (sham vy
autoinjerto + medios condicionados), 10 individuos presentaron contacto del antepie
durante la fase de despegue al finalizar el seguimiento, de éstos 2 eran de células madre,
2 de medios condicionados, 2 de autoinjerto y medios condicionados y los 2 de cirugia
falsa.

En el primer grupo, exceptuando los individuos con cirugia falsa, los especimenes que
tuvieron mejoria en las 2 fases alteradas de la marcha fueron 2 del grupo de autoinjerto, 1
de medios condicionales y 1 de autoinjerto y medios condicionados. En el segundo grupo
el unico espécimen que tuvo mejoria en la 1 y 4 fase de la marcha fue uno perteneciente
al subgrupo de autoinjerto y medios condicionados.

Electromiografia y neuroconducciones

No fue posible realizar el procedimiento en los especimenes 11 y 22 por muerte durante el
periodo de observacion.

En el grupo de Sham, no hubo signos de denervacién y el examen electromiografico fue
normal.

En el grupo de autoinjerto el 75 % de los casos tenian signos de denervacion leve o
parcial con reinervacion en un solo caso (reclutamiento del 100%); mientras que el 25 %
restante no mostro signos de denervacion ni reinervacion.

En el grupo de segunda intencién se observd un examen normal en 50% y denervacion y
reinervacion parcial en el 50%

En el grupo de células madre el 25 % de los casos presentd denervacion y reinervacion
parciales, el 50% denervacion grave sin signos de reinervacion y el 25 % restante no
mostré signos de denervacion ni reinervacion.

En el grupo de medios condicionados el 25% presentd un examen normal, el 50%
denervacion grave sin presencia de reinervacion. El caso restante no fue valorable por
espécimen muerto.



En el grupo de matriz de fibrina todos los casos presentaron signos de denervacion, el
75% parcial y el 25 % grave, sin reinervacion en el 50% (incluyendo el caso de
denervacion grave) y con reinervacion parcial en el 50%.

En el grupo de autoinjerto con medios condicionados un caso no fue posible examinar por
muerte del espécimen, un caso presentd un examen normal y del 50 % restante hubo
denervacion y reinervacion parcial en un caso y denervacion grave sin reinervacion en un
caso.

Los grupos de medios condicionados mostraron un 25 % de especimenes con exadmenes
normales al igual que en el grupo de segunda intencién. EI grupo de células madre
mostro los menores indices de reinervacion observados; mientras que el grupo de matriz
de fibrina mostro los mayores indices de denervacion. El Unico caso que mostro
reinervacién con reclutamiento de 100% fue un espécimen del grupo de autoinjerto.

COMPLICACIONES

1. Adicionalmente al episodio de infeccion observado en el primer grupo, a los 4 dias del
procedimiento, se identificé dehiscencia de la sutura en el grupo de segunda intencién,
los individuos se llevaron a nuevo procedimiento quirdrgico en el que se realizé
desbridamiento de los bordes de la herida y lavado quirdrgico bajo anestesia, posterior
sutura de heridas.

2. Durante el seguimiento del patron de marcha se identifico autofagia de los artejos en el
pie lesionado, de aparicion aleatoria entre los individuos de los diferentes subgrupos a
excepcién del grupo se cirugia falsa, se intentaron varios métodos para disminuir las
lesiones y se reviso este tipo de complicaciéon en la literatura, encontrando que puede
ser secundario a parestesias por la lesion.

CONCLUSIONES

1. El patron de marcha se vi6 alterado indistintamente en 6 de los 7 grupos; en el
anico que no se vio diferencia fue en el grupo de cirugia falsa. El andlisis de la
marcha evidencié imposibilidad para la movilidad principalmente del pie y los
dedos, afectando la 1y 4 fases de la marcha

2. Enla escala B.B.B, dado ausencia de plantiflexién por la lesion se asimilaria a una
clasificacion 15/20 en 6 de los 7 los grupos, para el grupo 1 de cirugia falsa
continla siendo 20/20, recordando que la escala inicialmente fue creada para
valorar trauma espinal. Durante el seguimiento la fase de despegue mejoré
discretamente pero nunca llegé a ser consistente como para modificar el puntaje
de la escala.

3. Los principales hallazgos de una patron de marcha menos alterado se encontraron
en los grupos de autoinjerto, medios condicionados y autoinjerto + medios
condicionados.

4. Los cambios mas importantes en el seguimiento electromiogréafico fueron
observados predominantemente en los grupos de autoinjerto, medios



condicionados y autoinjerto + medios condicionados. Dado que durante la
regeneracion nerviosa es posible pasar de un estado de denervacion grave a uno
parcial o a signos ausentes de denervacion, es necesario realizar otros estudios
para determinar la posibilidad de tomar estos datos como parte del proceso de
reinervacion.

5. No se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa en ninguno de los
grupos estudiados, al comparar los procedimiento con mejores patrones de
marcha o signos de reinervacién en el estudio electromiografico.

CONSIDERACIONES ETICAS

La manipulacion de los animales se llevd a cabo siguiendo los lineamientos
internacionales [Instituto nacional de Salud de los Estados Unidos de América (National
Association for Biomedical Research, 2007), ARVO] y nacionales [Articulo 11 de la
resolucién n°008430 de 1993 del Ministerio de Salud y Ley 84 del 27 de diciembre de
1989] con el fin de minimizar el sufrimiento animal.

El estudio fue avalado por el Comité de ética de la Universidad Nacional de Colombia.

Razon por la que se emplean animales experimentales
- El grupo de investigacién “Biologia de Células Madre” ha estandarizado la
obtencion de medios condicionados a partir de MSCs humanas.

- Los medios condicionados de MSCs han demostrado tener la misma capacidad
regenerativa e inmunomoduladora de las MSCs en varios tejidos, pero no existe
evidencia de su eficacia en modelos de lesién de nervio periférico.

- No existe un modelo in vitro de lesién de nervio periférico.

- Como parte de nuestro proceso investigativo se hace necesario evaluar ese
potencial neurogénico en un modelo in vivo para analizar la capacidad de los
medios condicionados en la regeneracion nerviosa.

PROPIEDAD INTELECTUAL

La investigacion y los aportes que esta pueda generar son avalados y de propiedad
intelectual del grupo de Investigacion de la Unidad de Ortopedia y Traumatologia de la
Universidad Nacional de Colombia y del grupo de investigacion Biologia de Células Madre
de la Universidad Nacional de Colombia.
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ANEXOS

Tabla 1. Resultados electromiograficos

Rata Cirugia
1 S. Intencién
2 Autoinjerto
3 S. Intencién
4 Autoinjerto
5 MSC
6 MSC
7 MSC
8 MSC
9 Medios
10 Medios
11 Medios
12 Medios
13 Matriz sola
14 Matriz sola
15 Matriz sola
16 Matriz sola
17 Auto + MC
18 Auto + MC
19 Autoinjerto
20 Autoinjerto
21 Auto + MC
22 Auto + MC
23 Sham
24 Sham

Denervacion
No
+/++++
[+
+/++++
+/++++
++/+H++
No
[+t
+++/+H++
4+
nd
No
++/++++
++++/++++
+/++++
++/+H++
No
++++/+H++
No
++/++++
No
nd
No
No

Polifasicas
No
No

+/++++
+/++++
[+
No
No
No
No
No
nd
No
++/++H++
No
+/++++
No
[+
No
No
No
No
nd
No
No

Reclutamiento Observaciones

100%
25%
25%

100%
50%

0%
75%
0%
0%
0%
nd

100%
75%

0%
25%
25%
75%

0%
50%
50%

100%

nd

100%

100%

Sin denervacion, examen normal

Denervacion parcial, sin evidencia de reinervacion
Denervacién parcial y reinervacién parcial
Denervacion leve, adecuada reinervacion
Denervacion parcial y reinervacién parcial
Denervacion grave, sin evidencia de reinervacion
Sin denervacidn ni evidencia de reinervacion
Denervacion grave, sin evidencia de reinervacién
Denervacion grave, sin evidencia de reinervacién
Denervacion grave, sin evidencia de reinervacion
No se examind

Sin denervacién, examen normal

Denervacion parcial y reinervacion parcial
Denervacion grave, sin evidencia de reinervacién
Denervacion parcial y reinervacién parcial
Denervacion parcial, sin evidencia de reinervacién
Sin denervacién, reinervacion parcial

Denervacion grave, sin evidencia de reinervacién
Sin denervacién ni evidencia de reinervacion
Denervacidn parcial, sin evidencia de reinervacion
Sin denervacién, examen normal

No se examino

Sin denervacién, examen normal

Sin denervacién, examen normal



Tabla 2. Seguimiento de la marcha primer grupo. 09/05/2014

MARCHA RATAS VIDEO 9/5/2014
FASE 1 FASE 2 FASE 3 FASE 4
1 Sham X X X X
2 Sham X X X X
3 MSC X X X
4 MSC X X
5
6 MSC X X
7 MF X X
8 MF X X
9 .
10 MF X X *
11 Al * X X *
12 Al X X X
13 Al X X X
14 Al X X
15 MF X X *
16 MC X X X
17 MC X X
18 MC X X *
19 MC X X
20 MSC X X
21 22 Inten. X X X
22 22 Inten. X X
23
24 Al + MC X X X
25 Al + MC X X
26 Al + MC X X

. Muerte del espécimen.



Tabla 3. Seguimiento de la marcha primer grupo. 23/05/2014

MARCHA RATAS VIDEO 23/5/2014

FASE 1 FASE 2 FASE 3 FASE 4

1| Sham |x X X X
2| Sham |x X X X
3 MSC X X X
4 MSC X X
5 . . . .
6 MSC X X *
7 MF . . . .
8 MF X X *
9 .

10 MF X X *

11 Al X X X

12 Al * X X X

13 Al X X

14 Al X X

15 MF X X

16 MC X X

17 MC X X

18 MC * X X X

19 MC X X

20 MSC X X *

21| 22 Inten.

22| 22 Inten.

23

24| Al + MC |. . .

25| Al + MC X X

26| Al+ MC |* X X *




Tabla 4. Seguimiento de la marcha. Segundo grupo. 27/02/2016.

MARCHA RATAS VIDEO 27/02/2016
FASE 1 FASE 1 FASE 2 FASE 3 FASE 4

1 SEGUNDA INTENCION

2 AUTOINJERTO

3 SEGUNDA INTENCION

4 AUTOINJERTO

5 CELULAS MADRE

6 CELULAS MADRE

7 CELULAS MADRE CON MEDIOS

8 CELULAS MADRE CON MEDIOS

9 TUBO + MEDIOS CONDICIONADQS
10 TUBO + MEDIOS CONDICIONADOS
11 TUBO + MEDIOS CONDICIONADOS
12 TUBO + MEDIOS CONDICIONADQS
13 TUBO CON MATRIZ X
14 TUBO CON MATRIZ
15 TUBO CON MATRIZ
16 TUBO CON MATRIZ
17 AUTOINJERTO + MEDIOS CONDICIONADOS ~ *
18 AUTOINJERTO + MEDIOS CONDICIONADOS
19 AUTOINJERTO
20 AUTOINJERTO
21 AUTOINJERTO
22 AUTOINJERTO .
23 SHAM X
24 SHAM X X X

X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X

x

x
X X X X X X X X X X

X X X X X X

x
x
x

* NO REALIZA LA FASE COMPLETA



Tabla 5. Andlisis estadistico. Reinervacion. Segundo grupo.
Odds ratio Intervalo de confianza

MC/MSC 1.33 0.129- 13.74
Al/MC 0.75 0.073-7.73
Al+MC/MC 2 0.334- 11.96
MF/MC 15 0.23-9.79
MC/ Segundaintenciéon  0.33 0.67 - 1.65

Tabla 6. Analisis estadistico. Realizacién Fase 1 de la marcha, Primer grupo.

09/05/2014 Odds ratio Intervalo de confianza

MC/MSC NS NS
Al/MC 1.25 0.4-1.8
Al+MC/MC NS NS
MC/MF NS NS

Segunda intencion/MC NS NS

23/05/2014 Odds ratio Intervalo de confianza
MC/MSC 1.2 04-17
Al/MC 1 0.09-11
Al+MC/MC 4 0.7-21
MC/MF NS NS
Segundaintencion/MC NS NS

Tabla 7. Andlisis estadistico. Realizacién Fase 4 de la marcha. Primer grupo.

09/05/2014 Odds ratio Intervalo de confianza
MC/MSC 2 0.2-14
Al/MC 15 0.4-4.6
Al+MC/MC 0.6 0.1-4.3
MC/MF 15 2.3-9.7
Segundaintencién/MC 1 0.1-5.4
23/05/2014 Odds ratio Intervalo de confianza
MC/MSC 0.3 0.05-1.9
Al/MC 2 0.2-14
Al+MC/MC 4 0.7-21
MC/MF 0.3 0.05-2.4
MC/ Segundaintencion NS NS



Tabla 8. Andlisis estadistico. Realizacién Fase 1 de la marcha, Segundo grupo.

Oddsratio Intervalo de confianza

MC/MSC NS NS
Al/MC NS NS
Al+MC/MC NS NS
MF/MC NS NS
MC/ Segundaintencion NS NS

Tabla 9. Andlisis estadistico. Realizacién Fase 4 de la marcha. Segundo grupo.

Oddsratio Intervalo de confianza

MC/MSC 0.5 0.07-3.5
Al/MC 1 09-11
Al+MC/MC 3 0.5-17
MC/MF 1.3 0.7-23
MC/ Segunda intencién 0.5 0.05-4.4



