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RESUMEN:

Anteriormente habiamos informado de que con una neurorrafia de una pequeiia brecha y la union de la
manga del epineuro, se podria mejorar la tasa y la calidad de la regeneracion nerviosa periférica. Hasta
la fecha, la implantacion y la administracion sistémica de células madre mesenquimales de médula dsea
(BMSC) se han utilizado habitualmente con tejidos nervios, pero cada una tiene algunas limitaciones
intrinsecas. Hemos formulado la hipdtesis, de que seria aconsejable la administracion de BMSCs capaces
de alcanzar el nervio dafiado. En este estudio investigamos la eficacia de la terapéutica del trasplante de
BMSCs a través de la inyeccion muscular dirigida con una pequefia neurorrafia en la brecha mediante el
tijereteo y la union de la manga del epineuro para la reparacion del nervio periférico en un modelo de
rata. Una semana después de la lesion del nervio periférico en las ratas, se dividieron al azar treinta y seis
ratas Sprague-Dawley en tres grupos (n = 12): El grupo para la BMSC Intramuscular (IM), el grupo de la
inyeccion intravenosa de BMSC (IV) y el grupo con la inyeccion intramuscular con solucion tamponada con
fosfato (PBS). El proceso para la regeneracion del nervio fue ensayado funcional y morfolégicamente. Los
resultados indicaron que en comparacion con los grupos con los tratamientos IV 'y PBS, el grupo en el que
se administro la inyeccion muscular dirigida, dio como resultado efectos mucho mds beneficiosos, como
lo demuestran los incrementos en el indice de la funcion cidtica, la velocidad de conduccion nerviosa, el
espesor de la vaina de mielina y la tasa de restauracion del peso humedo del musculo gastrocnemio. En
conclusion, la terapia de combinacion de la neurorrafia de la brecha y el trasplante de BMSC a través de
la inyeccion muscular dirigida, puede promover significativamente la regeneracion del nervio periférico y
mejorar la recuperacion funcional del nervio, lo que puede ayudar a establecer un enfoque fiable para la
reparacion de la lesion del nervio periférico.

Palabras clave: células madre mesenquimales de médula 6sea, pequeiia brecha, trasplante, regeneracién de los nervios periféricos, inyeccion
intramuscular



1. INTRODUCCION

La neurorrafia de extremo a extremo del
perineurio o epineuro, para la recuperacion de
la continuidad del nervio, ha sido el método de
reparacion mds comunmente utilizado para la
mutilacidn del nervio periférico. Sin embargo,
en muchos de los casos, la recuperacion
funcional es insatisfactoria. Desde que la
teoria de la regeneracion selectiva de nervio
fue propuesta, muchos investigadores se han
centrado en el uso de tejidos autdlogos y de
conductos biodegradables para construir
camaras de regeneracion nerviosa. Los
materiales autdlogos, tales como la arteria,
vena o fascia, tienen muchas limitaciones,
incluyendo los recursos del injerto, los
requisitos de que la localizacion del sitio
donante, esté localizado distante del sitio
quirdrgico y que la longitud o el didmetro sean
insuficiente para optimizar la reparacion.
Aunque los conductos sintéticos han superado
los problemas mencionados anteriormente, su
aplicacion clinica esta limitada por los altos
costes y por los posibles cuerpos extranos para
el anfitrion. Para mejorar el resultado
funcional y reducir las complicaciones de las
reparaciones de los nervios periféricos, hemos
propuesto, la realizacion de una pequefia
neurorrafia de la brecha y la unién de la manga
del epineuro autdlogo, para construir una
camara de regeneracién nerviosa, para la
reparacion en mutilaciones del nervio
periférico.

En estudio anteriores, se ha demostrado que
este método podria mejorar el efecto de la
regeneraciéon nerviosa y podria ser un enfoque
alternativo eficaz para la reparacién de la
mutilacion del nervio periférico. Estudios
anteriores han demostrado que las células

madre de la médula désea mesenquimales
(BMSC) pueden diferenciarse en células
similares a células de Schwann y apoyar la
regeneracion de los nervios, después de su
trasplante en diferentes modelos de lesién del
nervio periférico.

A pesar de que las BMSCs tienen la capacidad
de enraizar especificamente en un area
dafiada, el niUmero de BMSCs detectadas en
estos tejidos, es extremadamente bajo. Por lo
tanto, la entrega eficiente de las BMSC en los
sitios de accién previstos es necesaria.
Actualmente, el trasplante de células madre
para el tratamiento de la lesidn nerviosa, se
realiza mediante inyeccidn local e intravenosa;
sin embargo, ambos métodos tienen algunas
limitaciones. Las investigaciones han
demostrado, que los factores neurotrépicos
exogenos a través de la inyeccidn en una
esclerosis lateral amiotrofica, en un modelo de
rata podria expresarse en las células del
cuerno anterior de la médula espinal vy
prolongar el tiempo de supervivencia de las
ratas. Por lo tanto, deducimos que el
trasplante de las BMSC via inyeccién muscular
dirigida, podria promover la regeneracién
nerviosa y prevenir la atrofia muscular
denervada. El objetivo del presente estudio
fue evaluar la eficacia terapéutica del
trasplante de BMSC a través de la inyeccién
intramuscular combinada con una pequeia
neurorrafia por intersecciones y la union de la
manga del epineuro para la mutilacién de los
nervios periféricos en modelos de ratas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. ANIMALES

Cuarenta y seis ratas machos Sprague-Dawley
(SD) que pesaban entre 200 - 250 g fueron
proporcionados por el centro animal



experimental de la universidad de Soochow,
China [Certificacién No. SYXK (Su) 2007-0035].
Todos los animales experimentales se alojaron
bajo condiciones estandar. Estos animales
fueron anestesiados mediante inyeccién
intraperitoneal de cloral hidrato (350 mg/kg de
peso), durante el procedimiento quirdrgico,
todos los protocolos fueron revisados vy
aprobados por el laboratorio institucional de
cuidado animal y el comité de uso, y se llevd a
cabo de conformidad con la guia del Institutos
Nacional de Salud para el cuidado y uso de
animales para procedimientos
experimentales. Se hicieron todos los
esfuerzos minimizar tanto el numero como el
sufrimiento de los animales utilizados.

2.2. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE BMSCS

Se sacrificaron diez ratas SD, mediante una
dosis letal de hidrato de cloral. Las BMSC se
aislaron de los fémures bilaterales como se ha
descrito anteriormente y se cultivaron en un
medio Eagle Dulbecco Modificado (DMEM)
Glucosa Baja (L-DMEM, Gibco, USA), el cual
contenia 10% de suero bovino (FBS, Gibco,
EE.UU.) y penicilina / estreptomicina al 1% al
95% de humedad con 5% de CO2 a 37 ° C. Las
BMSC en el paso 3 se wusaron para
experimentos adicionales. La morfologia de las
BMSC se examind en cada pasaje, mediante
microscopia de contraste de fase invertida
(IMT-2, Olympus, Japon).

2.3. ANALISIS DE CITOMETRIA DE FLUJO DE
LAS BMSCS

Se realizé un analisis de citometria de flujo
para caracterizar los fenotipos de las BMSC
cultivadas. Brevemente, las BMSC en el paso 3
fueron lavadas dos veces con solucién
tamponada con fosfato (PBS, Gibco, USA),

luego se tripsinizaron con tripsina al 0,25%
(Sigma, USA) en suspension celular, se
centrifugaron durante 5 min a 800 rpm y se
ajustaron la densidad de las células de 1 x 106
células/ml aproximadamente. A continuacion,
100\ml de la suspensién de las células se
incubd con anticuerpos monoclonales contra
raton CD29, CD34, CD45, CD90 (All BD
Biosciences, EE.UU.) durante una noche a 4 °C.
Las células se lavaron dos veces en PBS y se
incubaron con anticuerpo anti-rata CD29-FITC,
CD34-PE, CD45-Alexa Fluor 647 y CD90-PerCP
/ Cy5.5 (todos de BD Biosciences, USA) como
un anticuerpo secundario a temperatura
ambiente durante 60 min. El analisis de
citometria de flujo se realizé después de los
dos lavados finales en PBS, usando un aparato
de citofotometria FACS Calibur, combinado
con el Software Cell Quest Pro (BD Biosciences,
EE.UU.).

2.4. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Los modelos de rata con neurorrafia en una
pequeiia brecha, para reparar la ruptura del
nervio periférico utilizando una camara parala
regeneraciéon de nervios se llevd a cabo
mediante escisién y unidon de manguito del
epineuro autélogo, como se describid
anteriormente. Se utilizaron 36 ratas SD
macho. Resumiendo, después de que la
anestesia hiciese su efecto, se expuso el nervio
ciatico izquierdo desde la muesca ciatica hasta
su bifurcacion en la regidon tibial y el nervio
peroneal. El nervio ciatico se corté 10 mm por
encima la bifurcacién del nervio ciatico. Se
disocié y se eliminé una seccidon anular de
epineuro de 1 mm de longitud; en el mufién
distal, se incidido longitudinalmente un
segmento del epineuro de 3 mm de longitud;
luego diseccionamos el epineuro para separar



el epineuro y el haz del nervio con las tijeras.
Después de que el epineuro se disocio de
proximal a distal, el haz de nervios se cortd en
la cumbre de la incisidn longitudinal. Después
de tirar del epineuro distal, creamos un
manguito para unirlo con el epineuro del
nervio proximal con un espacio de 2 mm entre
los dos tocones nerviosos. El epineuro de los
dos tocones se suturd en el sitio sin tensién a
1mm de distancia del mufién del nervio
proximal con 10-0 puntadas (Prolene, Ethicon,
EE.UU.). Luego se suturé el epineuro
diseccionado de manera longitudinal, seguido
por la capa muscular y la piel.

2.5. GRUPOS Y PROCEDIMIENTO DE
TRASPLANTE

Una semana después de la neurorrafia, las
BMSC utilizadas para los estudios cualitativos
(inmunohistoquimico) se marcaron con 5-
bromo-2-desoxiuridina (BrdU, Abcam, UK), 48
horas antes del trasplante, se prepararon para
el estudio aproximadamente, 1 x 106 BMSCs
en 1 ml de volumen total de liquido de PBS; se
dividieron las 36 ratas al azar en tres grupos (n
=12): grupo | (grupo IM): se inyectaron 1 ml de
suspensidon de PBS y BMSC en las cabezas
mediales vy laterales de los musculos
gastrocnemios; Grupo Il (grupo IV): se
inyectaron 1 ml de suspensiones de PBS vy
BMSC en la vena de la cola; y en el grupo lll
(grupo PBS): se inyecté 1 ml de PBS en las
cabezas mediales y laterales del musculo
gastrocnemio.

2.6. EVALUACION FUNCIONAL

Un investigador que desconocia la asignacion
experimental, evalué el indice de la funcién
ciatica (SFI) en las semanas 4, 8 y 12
postneurorrafia. En resumen, se seleccionaron

al azar 6 ratas en cada grupo, se sumergieron
las superficies plantares de las patas traseras
en tinta negra y se permitié que las ratas se
movieran por un tunel de madera para que las
huellas pudieran ser registradas en papel un
blanco colocado en el fondo del tunel. El valor
de SFI se calculé de acuerdo con la férmula
descrita por Bain et al. En general, para las
huellas normales, el valor de la SFI fue cercano
a 0, mientras que un valor de la SFI de -100
aproximadamente, reflejaba la pérdida
completa de la funcién.

2.7. ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO

El examen electrofisioldgico se realizé en las
semanas 4y 12 después de las neurografias. En
resumen, 6 ratas en cada grupo fueron
anestesiadas, y los nervios cidticos reparados
fueron expuestos como se ha descrito
anteriormente; los electrodos bipolares
estimulantes se colocaron en el tronco del
nervio ciatico proximal y distal al sitio de la
reparacion, el electrodo de registro se coloco
en el musculo gastrocnemio y el electrodo de
tierra se colocd en el tejido subcutaneo entre
los electrodos de estimulacién y el registro; la
distancia entre los dos sitios estimulados fue
de 2,0 cm; se registraron los datos digitalizados
de la latencia de inicio para el potencial de
accién del musculo compuesto y la amplitud
de pico; se calculé la velocidad de conduccién
utilizando  un
electromiograma  multimedia (M314636,
NHK30- Medelec Synergy, Reino Unido).

nerviosa  (NCV, m/s),

2.8. COSECHA DE TEJIDOS

Alas 4 semanas después de la neurorrafia, y de
que se llevas a <cabo el examen
electrofisioldgico, las ratas fueron sacrificadas
mediante una dosis letal de hidrato de cloral.



Los nervios regenerados, incluyendo el sitio
proximal de 3 mm, la pequefia brecha y el sitio
distal de 2 mm, fueron cosechados para la
tincion con hematoxilina y eosina (HE) vy
analisis inmunohistoquimico. Los musculos
gastrocnemios bilaterales fueron
cuidadosamente limpiados y diseccionados,
dividiendo su origen tendinoso y su insercién
desde el hueso para la determinacion de la
tasa de recuperacién del peso humedo del
musculo gastrocnemio y la tincidn HE. Después
de la recoleccion de nervios y de musculos, las
ratas se perfundieron transcardialmente con
una solucién salina fria al 0,9%, seguido de
paraformaldehido al 4% en PBS (Sinopharm,
China). Para el analisis inmunohistoquimico,
los segmentos L4-L6 de la médula espinal
fueron cosechados y fijados en
paraformaldehido al 4% durante la noche a 4
°C. Las ratas restantes se alimentaron hasta
por 12 semanas después de la neurorrafia. Los
nervios regenerados se cosecharon para la
observacion ultrastructural, y los musculos
gastrocnemios bilaterales se cosecharon para
la determinacién de la tasa de recuperacion
del peso humedo del musculo gastrocnemio
como hemos mencionado anteriormente.

2.9. DETERMINACION DE LA TASA DE
RECUPERACION DEL PESO HUMEDO DEL
MUSCULO GASTROCNEMIO

Después de la cosecha, los musculos
gastrocnemio izquierdo (experimental, E) vy
N), se
inmediatamente con una escala electrénica

derecho (normal, pesaron
con una precisién de 0,00001 g. En cada rata
se calculd la relacion en peso del musculo
gastrocnemio (experimental / normal, E / N)
en funcién del peso del musculo gastrocnemio

en la pierna experimental (pierna izquierda)

frente a la pierna normal (pierna derecha)
segun la siguiente férmula: E/N = peso
experimental / peso muscular normal.

2.10. ANALISIS MORFOMETRICO

Los especimenes de los nervios regenerados y
del musculo gastrocnemio se fijaron en
paraformaldehido al 4% y se embebieron en
bloques de parafina. Los especimenes se
cortaron como secciones longitudinales y se
tiferon con hematoxilina y eosina (Sinopharm,
China), se colocaron bajo un microscopio
6ptico (BX51T-PHD-J11, Olympus, Japdn), para
observar la disposicion de fibras nerviosas
mielinizadas, las fibras musculares y el grado
de atrofia muscular. Las muestras de los
nervios y de las médulas espinales se lavaron
en PBSy se fijaron en paraformaldehido al 4%;
los portaobjetos se incubaron con el
anticuerpo primario, anti-BrdU monoclonal de
ratén (1: 200, Sigma, EE.UU.), después, se
incubaron con el anticuerpo secundario que
fuese apropiado, 1gG de cabra anti-ratén
conjugado con biotina (1: 200, Sigma, EE.UU.).
Todas las muestras fueron examinadas bajo un
(BX51T-PHD-J11,
Japon). Las muestras de los nervios se lavaron

microscopio Olympus,
en PBS y se fijaron en una soluciéon de
glutaraldehido al 4%. Las secciones ultra finas
con un espesor de 50 nm, fueron observadas
bajo un microscopio electrénico de
transmisién (TEM, H-600, Hitachi, Japdn) y se
tomaron fotografias utilizando una camara
(EOS550D, Canon, Japdén) con una ampliacidn

de 4000 x 30.000 x.

2.11. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresan como la media * error
estandar de la media y se analizaron mediante
un analisis de varianza unidireccional



(ANOVA), seguido de la prueba post hoc de
Tukey. Un valor de p <0,05, fue considerado
estadisticamente significativo. Los analisis
estadisticos se llevaron a cabo mediante el
software estadistico SPSS 17.0 (SPSS, EE.UU.).

3. RESULTADOS
3.1. Caracterizacion de las BMSC cultivadas

La médula dsea contiene grupos heterogéneos
de células. A las 24 horas después de la
deposicion inicial, las células adherentes
exhibian una pequefia morfologia redondeada
en forma de huso (figura 1A). Al 7mo. dia, las
BMSC adjuntas se habian transformado en una
capa adherente que contenia abundantes
células dispersas, semejantes a un huso (Figura
1B). Al dia 14, las BMSC primarias, habian
formado una capa casi continda, compuesta
principalmente de células semejantes a un
huso (figura 1C). En el paso 3, las células
similares a fibroblastos, se volvieron
morfolégicamente homogéneas, con mas del
80% de pureza (Figura 1D). El andlisis de
citometria de flujo mostré que las células eran
inmunopositivas para: CD29 (93,7%, Fig. 1G) y
CD90 (98,9%, Fig. 1H) e inmunonegativas para:
CD34 (0,8%, Fig. 1E), CD45 (1,3%, Fig.),
Indicando que las BMSC aisladas de rata, no
estaban contaminadas con células de origen
hematopoyético o endotelial.

3.2. RECUPERACION FUNCIONAL DEL NERVIO
CIATICO

En las semanas 4, 8 y 12 post-neurorrafia, el
valor de la SFI de los tres grupos, reveld
diversos grados de mejoria. Se observd un
aumento significativo en el valor de la SFl en el
grupo | en comparacién con los grupos Il y lll a
las 4, 8 y 12 semanas (p <0,05). No se

observaron diferencias significativas entre los
grupos Il y lll (p> 0,05, Fig. 2A).

3.3. ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO

En las semanas 4 y 12 post-neurorrafia, el NCV
de estos tres grupos demostraron diversos
grados de mejoria. Se observd una
recuperacion significativamente en el grupo |
en comparacion con el grupo Il y el grupo Il a
las 4 y 12 semanas (p <0,05). EI NCV
incrementé en los grupos Il en comparacién
con el grupo lll a las 4 y 12 semanas (p <0,05,
Fig. 2B).

3.4. DETERMINACION DE LA TASA DE
RECUPERACION DEL PESO HUMEDO DEL
MUSCULO GASTROCNEMIO

En las semanas 4 y 12 post-neurorrafia, en
comparacion con el musculo normal
contralateral, en los tres grupos se observaron
diferentes grados de atrofia del musculo
gastrocnemio en el lado operado. En los
puntos de tiempo de la semana 4 y 12
respectivamente, la tasa de recuperacion del
peso humedo del musculo gastrocnemio en el
grupo | fue significativamente superior al del
grupo Il y del grupo lll (p <0,05). No hubo
diferencias significativas entre el grupo Il y el
grupo lll (p> 0,05, Fig. 2C).

3.5. OBSERVACIONES MORFOLOGICAS

La coloracion de las secciones nerviosas
mediante HE que las fibras nerviosas se
organizaron regularmente y de manera
uniforme con la misma tendencia en el grupo
I; en el grupo lll, irregular y distorsionada con
una distribucién irregular, y en el grupo Il
estuvieron en un punto intermedio (Fig. 3A). La
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Figura. 1. La microscopia de contraste de fase revel6 las caracteristicas morfolégicas de las BMSC cultivadas a las 24 h (A), dia 7 (B), dia 14
(C) y paso 3 (D). Los fenotipos de las BMSC cultivadas por analisis de citometria de flujo. (E) CD34, (F) CD45, (G) CD29y (H) CD90. Barra

de escala =25 m.

tincion con HE del musculo gastrocnemio
demostré grados variables de atrofia de la
fibra del musculo en los tres grupos. Las fibras
musculares del grupo | presentaba una atrofia
de leve a moderada, pero fueron
principalmente leves. El Grupo I, presentaba
una atrofia de leve a moderada, con alguna
atrofia severa; el grupo lll, mostraba una
atrofia de moderada a severa (Fig. 3B). La
deteccion  inmunohistoquimica de los
mufiones nerviosos y de los lados de las
lesiones de los cuernos anteriores de las
médulas en el grupo | y el grupo Il, mostraron
muchas células positivas a la BrdU (nucleos
tefiidos de color marrdn), pero no en el grupo
lll; mientras tanto, el nivel de expresion
positiva para BrdU en el grupo | fue mayor que
en el grupo Il (Fig. 3Cy D).

La evaluacion ultra estructural de las mitades
distales de los nervios, mostraron que las
vainas de mielina regenerada visualizadas en el
grupo |, tenian formas redondas u ovales con
una forma regular, las lamelas se dispusieron
de forma compacta y gruesa sin degeneracion
axonal o cambios en la mielina; en el grupo Il,
las vainas de mielina regenerada se
distorsionaron y no se observaron cambios de
desmielinizacidn; en el grupo lll, las vainas de
mielina regeneradas fueron mas
distorsionadas, con degeneracion axonal y
cambios de desmielinizacion. Las lamelas
fueron las mas gruesas en el grupo |, mas
gruesas en el grupo Il y las mas delgadas en el
grupo Il (Fig. 3Ey F).
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Figura. 2. Analisis cuantitativo del valor SFI de los tres grupos en las semanas 4, 8 y 12 post-neurorrafia (A). NCV Resultados del estudio
electrofisiolégico (B) y determinacién de la tasa de recuperacion del peso himedo del misculo gastrocnemio (C) Tres grupos en las semanas 4y 12

post-neurorrafia. * P <0,05 vs. grupo PBS, # p <0,05 frente al grupo IV.

4. DISCUSION

Para promover la regeneracidn nerviosa
periférica, recientemente se ha prestado
especial atencion al trasplante de células
madre. Las BMSCs son capaces de
diferenciarse a lo largo de multiples linajes
mesenquimales, estas han sido utilizadas en
estudios de regeneracién de los nervios
periféricos y arrojando unos resultados
prometedores, a pesar de estos avances, un
desafio asociado con este enfoque terapéutico
es la via de administracién para una
implantacion celular eficiente. Originalmente,
la implantacién local de las BMSC en los
nervios lesionados, era la Unica via de
administracidon utilizada; sin embargo, la
limitacion intrinseca de esta via de
administracion es el trauma adicional, el cual
es necesario para alcanzar el sitio de la
inyeccion. Se ha utilizado la infusién

intravenosa como la via de entrega de células
para un gran numero de estudios preclinicos y
es la via de administracién de algunos de los
primeros ensayos clinicos; sin embargo, se han
planteado preguntas acerca de la capacidad
para alcanzar un namero critico de células en
el area de lesién a través de este enfoque.
Schrepfer et al. Informd que el tamano medio
de las BMSC suspendidas, es mayor que el
tamano de los capilares pulmonares en un
modelo de rata, debido a su gran tamafio, una
gran cantidad de las BMSC inyectadas
intravenosamente quedan atrapadas dentro
de la zona capilar pulmonar, impidiendo su
acceso hacia otros dérganos. Toma et al.
Demostraron que después de la
administracion sistémica, la mayoria de las
BMSC expandidas en cultivo quedaron
atrapadas mecanicamente a nivel precapilar;
esto conduce a la reduccion significativa del



Figura. 3. Tincién de HE de los nervios regenerados (A) y del misculo gastrocnemio (B) a las 4 semanas post-neurorrafia; D = lado distal, p =
lado proximal, +: atrofia leve, ++: atrofia moderada, +++: atrofia severa. Inmunohistoquimica de BrdU de los nervios regenerados (C) y el lado
lesion del cuerno anterior de la médula espinal (D) a las 4 semanas post-neurorrafia. Las flechas indican células inmunopositivas de BrdU. TEM
de secciones transversales de los nervios regenerados a las 12 semanas post-neurorrafia (E y F). Barra de escala, AyB=50\mum;CyD =15

\mum; E=25\mum; F=500nm.

flujo, con la muerte generalizada de las BMSCs
y algunas células supervivientes inicialmente
esparcidas en el lado luminal de los vasos e
integrandose en un nicho perivascular.
Ademas, los estudios de Anjos-Afonso et al.
demostraron que una respuesta inmune

también podria ser responsable del dafio al
tejido pulmonar después de la administracién
intravenosa de BMSC. Los investigadores han
demostrado que los factores de crecimiento
nervioso, podrian mostrar un transporte
retrégrado de los campos nerviosos periféricos



al cuerpo celular, después de la inyeccion
intramuscular, para lograr el objetivo de
proteger las neuronas centrales. Otros
estudios informaron que la inyeccion muscular
dirigida de factores neurotrdpicos exégenos,
podria conducir a la expresidon en las células
del cuerno anterior de la médula espinal y
prolongar significativamente el tiempo de
supervivencia de las ratas en un modelo de
esclerosis lateral amiotrofica. Sobre la base de
estos resultados, se aplicd la inyeccién
muscular dirigida de BMSC para promover la
regeneracion nerviosa periférica en un modelo
de rata. En este estudio, encontramos que la
inyeccion intramuscular de BMSCs en el
musculo gastrocnemio, 1 semana después de
la transeccién del nervio cidtico, indujo una
aceleracion significativa de la recuperacién
funcional motora y la regeneracién axonal. El
analisis SFI y el estudio electrofisioldgico
mostraron que el tratamiento del IM mejord
significativamente el rendimiento motor vy
aumentd el VCN tres semanas después de la
inyeccion, en comparacion con los animales
tratados con IV y PBS, y que estas mejorias se
mantuvieron hasta el final de los
experimentos. Todavia se desconocen los
mecanismos subyacentes a la elevacién del
VCN, un posible mecanismo es que las BMSCs
son capaces de migrar a los mufones
nerviosos, reemplazando las células dafiadas o
perdidas, y diferenciandose en células de tipo
Schwann y en células gliales después de la
inyeccion intramuscular. El otro posible
mecanismo, es que las BMSC podrian liberar
factores de crecimiento y citoquinas solubles
gue podrian exhibir un transporte retréogrado
desde el musculo diana a los campos nerviosos
lesionados para promover el brote del axén y
la mielinizacion de las fibras. El mecanismo

exacto para esto, podria ser aclarado mas
adelante en un estudio futuro. El analisis
histopatoldgico  confirmé  los  efectos
beneficiosos aportados al tratamiento del IM
en términos de crecimiento de la brotacién de
la fibra, el espesor de la vaina de mielina y la
reduccion de los infiltrados inflamatorios.
Ademas del analisis inmunohistoquimico, la
determinacién de la velocidad de recuperacion
del peso humedo del musculo gastrocnemio y
el andlisis microscépico electrénico revelaron
mejores resultados en el grupo tratado con IM
en comparacién con los grupos tratados con IV

y tratados con PBS.

5. CONCLUSION

Utilizando una neurorrafia de una pequefia
brecha y la unién de la manga del epineuro
para reestablecer la continuidad del nervio
periférico transectados, asi como también, el
trasplante de BMSC a través de inyecciones
intramusculares, contribuyeron a mejorar
perceptiblemente los efectos terapéuticos,
promoviendo la regeneracion periférica del
nervio. Este estudio puede tener importantes
implicaciones para el futuro uso terapéutico
de las BMSCs y proporcionar las bases para una
estrategia en cuanto a la administracién
intramuscular de las BMSC para promover el
crecimiento axonal como un posible medio de
tratamiento para la lesién del nervio
periférico.
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