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Resumen

Resumen

La carencia de nervios donantes ha conducido al desarrollo de conductos nerviosos para
conectar los mufiones nerviosos periféricos seccionados y ayudar a prevenir la formacion de
neuromas. A menudo, los didmetros estandar de estos dispositivos no seapaptiEmnen

el momento de la cirugia al didmetro del nervio lesionado. En este trabajo, se desarrollaron
soportes para formar conductos nerviosos rellenos con una matriz interna con canales
unidireccionales cubiertos por una zona porosa multidirecciGoalkal fin, dos dispersiones

de colageno tipo | (5 mg/g y 8 mg/g) se congelaron secuencialmente utilizando diferentes
métodos para obtener se@ortedaminares (NC, P1 a P5) formados por una zamgorcs
unidireccionags(U) adyacente a una zona degeanultidireccionaés(M). Las propiedades
fisicoquimicas y microestructuraldslos soportese determinaron y compararasi como,

su biodegradabilidadel contenido deglutaraldehido residual gu citocompatibilidad.
Adicionalmente a los conductosobtenidos al enrollar los soportesdesde la zona
unidireccional a la multidireccionale les determin6é el médulo de Youn@eniendo en

cuenta los resultados de las evaluaciones mencignadasscogié el soporte P3 para
determinar laproliferacion y diferenciacion deélulas mesenquimales de tejido adiposo
humanahASQ). Las célulasembradas en este sopageadhirieron, alinearon en la misma
direccion que las fibras unidireccionalsl soporte proliferaron y diferenciaroa células

de Schwann.Los conductos P3 ajustables elaborados con el sop8rte implantaron en
lesiones de nervio ciatico de 10 nem un modelo murino de lesién de nervio periférieo

estos ensayae incluyeroresiones injertadasonnervio ciaticoautélogo- considcerado el
tratamientcestandar como contral Los resultadog vivo demostraron que el condud®@
adaptao al diametro de los mufiones nerviosirtye comoguia del crecimientoaxonaly

promuevela regeneracion nervéa.

Palabras clave:Nervio periférico, conductos nerviosos, regeneracion, axones.



Abstract

Abstract

Shortness of donor nerves has led to the development of nerve conduits that connect
sectioned peripheral nerve stumps and help to prevent the formation of neuromasth@ft
standard diameters of these devices cannot be adapted at the time of surgery to the diameter
of the nerve injured. In this work, scaffolds were developed to form filled nerve conduits
with an inner matrix with unidirectional channels covered byugtidirectional pore zone.
Collagen type | dispersions (5 mg/g and 8 mg/g) were sequentially frozen using different
methods to obtain six laminar scaffolds (P1 to P5) formed by a unidirectional (U)
pore/channel zone adjacent to a multidirectional (M) zoree. The physicochemical and
microstructural properties of the scaffolds were determined and compared, as well as their
bi odegradability, residual glutaraldehyde
of the conduits made by rolling up the biabrscaffolds from the unidirectional to the
multidirectional zone was determined. Based on these comparisons, the proliferation and
differentiation of hASC were assessed only in the P3 scaffolds. The cells adhered, aligned in
the same direction as the um@ttional porous fibers, proliferated, and differentiated into
Schwannrlike cells. Adjustable conduits made with the P3 scaffold were implanted in rats 10
mm sciatic nerve lesions to compare their performance with that of autologous sciatic nerve
graftedlesions. Then vivoresults demonstrated that the tested conduit can be adapted to the

diameter of the nerve stumps to guide their growth and promote their regeneration

Keywords: Peripheral nerve, nenmmnduits, regeneration, axons.
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1. Introduccién

Cada afio, mas de un millon de personas en todo el mundo se ven afectadas por lesiones de
los nervios periféricogl). Estas lesiones provocan limitaciones funcionales e impactos
neuropaticogue alteran la calidad de vida de los pacientes y aumentan los costos en el
sistema sanitari{?i 4). Las lesiones que comprometen el tejido endoneural (neurotmesis) o

seccidon completa de los axones (axonotmesis severa) requieren intervencion q@#)rgica

Cuando el tamafio de la lesion lo permite, los procedimientos quirdrgicos reconstructivos
comunes son las neurorrafias de extremo a extremo sin tension (ETE) y de extremo a lado
(ETS)(5,6). El procedimiento ETE sutura los mufiones resultantes de un nervio seccionado
y el procedimiento ETS coapta el mufion distal de un nervio lesionado a un n&gto i
adyacentd5,6). Cuando se alcanza una distancia critica entre los mufiobesn(> ro se
pueden lograr suturas sin tens{@) por lo que es necesario el uso de autoinjertos de nervios
sensoriats como método estandar para reconstruir los nervios seccionados ntmtdoss

seres humanos, esta estrategia repara lesiones h&sta (l£8). Para est procedimiento,

se emplean los nervios de la mano, el brazo o la pierna del paeantegfvio cutaneo
antebraquial, nervio sural, nervio cutaneo dorsal, nervio peroneo superficial y cutaneo
posterior y lateral5). No obstante, algunas de las principales desventajas de los autoinjertos
incluyen la morbilidad del sitio donante, la baja dispitidiod de nervio autélogo, la pérdida

de sensibilidad y la incompatibilidad de didmetro entre los nervios donante y ré&gptor
Ademas, el éxito del injerto puede estar limitado por el tamafio del defecto, la vascularizacion

del nervio del donante y la arquitecturadi@ular del injerto, entre otrgs0).

Los aloinjertosse han propuestcomo alternativa para superar la limitacibn de nervio
autdlogo donante. Estos deben ser procesadogypeaatizar la eliminacion de antigenos
que induzcan rechazo en el tejido recegpidr,12) lo cual aumenta el costo del producto
Hasta el momentda Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados UnieD#\--



solohaaprobado un producto basadoadwinjertode nervigpara la reconstrucciéon de nervio
periférico(13).

Cuandono es posible hacem auoinjerto o utilizar aloinjerto de nervio periférico, como
injerto, se utilizanconductoselaborados comateriales naturales, sintéticoxgmpuestos

por mecppbsétod disgfiados para guiar el crecimiento de los axones seccionados
(14). Los conductos sormaocidos como conductos de guairviosa (NGC por sus siglas

en inglég, la mayoria de estos conductos son estructuras tubulares disefiadas para proteger y
conectar los mufiones de un nervio seccioriadp El colageno tipo | se encuentra entre los
materiales naturales utilizados para fabricar conductos nerviosos artifit&Es 17). Esta
proteina es el componente principallaenatriz extracelular del nervio periférico y fue el
primer polimero natural utilizado para fabricar NGC para la regeneracion de nervio periférico
(18). La mayoria de los NGC elaborados con coladgeno tipo | aprobados por la FDA son
estructuras tubulares huecas, g@esutuan a los muiones proximal y distdel nervio
lesionado para conectar(8,19) Sin embargopor carecer denicroestruatra internaque

guie el crecimiento axonal este puede limitags@o ser suficientgpara promover la
reconexion axonal del mufion del nervio dig24l). En humanos, la evidencia indica que los
NGC actuales funcionan bien cuando se injegaiesionesmenores &8 cm, en brechas
mayores las tasas de éxito disminuget,19) No obstantgla regeneracion inducida por los
NGC sigue siendo significativamente menor que la observada con los autoi{@t)t&or

esq sigue siendo una necesiddidenar y evaluar nuevos dispositivos que promuevan la

regeneracion del nervio periférico.

La evidencia experimental indica que la presencia de una matriz interna con fibras orientadas
unidireccionalmente en el lumen de los NGC impacta en los mecanismos de reparacion de

los nervios periférico@2). Por ejemplo, los conductos de poli (acrilonitrdoacrilato) con

fibras internas alineadas mejoraron la regeneracionalen comparacion con los fabricados

con el mismo material, peicon fibras internas orientadas alg2d).Conduct os de pol
caprolactona) alineados poleetrohilado promovieron la maduracion de las células de

Schwann y el aumento en la expresion de glicoproteina asociada a mielina (MAG), genes de

18



proteina cero (PO) y proteina basica de mielina (M@B3). Ademas, se han elatzao

laminas de &cido polilacticdvijcrotube Array Shee®ITAS) con topografia unidireccional

quein vitro orientan la migracion de las células de Schwann y la extension de neuronas
motoras de la raiz espinal y de los ganglios de la raiz d@%aDe igual manera, soportes
cilindricos de coladgendipo | y elastina con poros unidireccionales obtenidos por
congelamiento unidireccional y liofilizacién incubados con ganglios de la raiz dorsal de rata,
promueven la migracion alineada drones y células de Schwaf®b). La evaluacion
preclinica de los conductos antes mencionados sembrados previamente con células de
Schwann en un modelo de defecto de nervio ciatico en rata mostré animales recuperados sin
signos de inflamacién o formacion de neuroifZ®. A pesar de los datos preclinicoge

vitro que apoyan el uso de soportes con rellenos unidirede®ren la promocion del
crecimiento guiado de axones y la reparacion nen(Bga la fechala FDA ha aprobado

un solo conducto de colageno tipo | y condre@iaulfato elaborado con una matriz externa

de colageno tipo | y una matriz interna orientada unidireccionalr{@ie)

Los NGC existentes se fabrican con didmetros fijos, por lo que la discordancia de los calibres
entreel conducto y los mufiones puede conducir al fracaso del ir(@xtdunque en el
mercado también existeoportesieuroprotectoregsados para envolver el nervio lesgdo

que pueden ajustarse al diametro del ngegjidNeuraWrap"), no hay estudios que indiquen

si es comparable con los conductos nerviosos tradicionales de diametro fijo en términos de

eficacia(19).

En trabajos anteriores hemos descrito la fabricacion de soportes laminares alineados de
colageno tipo (27). Para estodispersiones acidas de esta proteina se congelan vy liofilizan
horizontalment®bteniéndossoportes laminares de 10 rmon porosjue famancanales

con fibras unidireccionales en los que las células se adhirieren y crecen aliksadasis
doctoralintrodujo modificaciones astametodologia, con el fin ddesarrolar y evalua
preclinicanenteun nuevo soporte laminar cfmrmado pordos zonas continuas de poros
orientados de manera diferente (unidireccional y multidireccional). Dado que las dos zonas

son continuas, el cirujano puede enrollar el soporte de la zona unidireccional a la
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multidireccionalparaformar un conducto ajustado @imetro de los mufiones del nervio
periférico seccionado. Cuando se enrolla, la zona unidireccional del sopostéuye un
rellenoo matrizinterior quesecubre cora zona multidireccionadel soporte formando un
conductocon canales internos orientados en una sola diredél@oporte con arquitectura
y configuracion Unicas representma alternativa novedosa para produgita nueva
generacion de conductagle in vivo guien laregeneracion de nervio periféricademas,

constituyeel primer paso para elaborar sustitutos de nervio periférico a nivel nacional

2. Marco conceptual

2.1.Fisioanatomiadel sistema rervioso

El sistema nervioso se divide anatbmicamente en Sistema Nervioso Central (SNC) y Sistema
Nervioso Periférico (SNP). EI SNC incluye el encéfalo (cerebro, cerebelo y tronco
encefélico), y la medula espinal protemjubr la columna vertebral. EI| SNP comprende 12
pares de nervios craneales proveniedéda base del encéfalo, 31 pares de nervios raquideos
provenientes de la médula espinal y ganglios asociadagy@nglios de la raiz dorsal, donde

se acumulan los somas de los cuerpos neuron@@ys)Tiene uncomponente sensorial
(aferente) que transmite los impulsos nerviosos al SNC, pasando por los ganglios sensitivos
de la raiz dorsal para su procesamiento y respu&stabién,un componente motor
(eferente) que se origina en el SNC y transmite impuls@s/éstde las neuronas de la raiz
anterior a 6rganos efectores en la totalidad del cuerpo, es decir desde el SNC a la periferia
Las dos raices compuestas de neuronas aferentes y eferentes se fusionan en un nervio mixto
fuera de la médula espinal llamadovierespinal que se extiende e inerva diferentes zonas
del cuerpq28) (Figura 1).

Funcionalmente, el sistema nervioso periférico se divide en sistema sorgtcmnado
con movimientos voluntarios y sistema auténomorelacionado con movimientos
involuntarios ambos con vias aferentes y eferer(®). El sistema somatico permite el

movimiento voluntario a través de la via aferente (sensorial y sensitiva que estimula la vista,
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oido, olfato, gusto, tacty a través de la via eferente (motora) para la contraccion muscular
generada por impulsos nerviososdiados por eheurotransmisoacetil colina. El sistema
nervioso auténomo, controla los movimientos involuntarios y se divide en simpatico,
relacionado con situaciones de alerta estimulado por la noradrenalina y parasimpatico

relacionado con la relajacipdescanso y digestiGa8).
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Materia Col sentral (anterior)
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Figura 1. Imagen transversal de la médula espinal y organizacion neutonal.imagen ilustra la
sustancia blanca superficial formada por axones mielinizados y la sustancia gris profunda en forma
de H conformada por somas neuronales que conducen los potenciales de acciérdbadéa!
cerebro. La sustancia blanca y gris sed#im en tres zonas: dorsal (posterior), ventral (anterior) y
lateral; en la sustancia gris esta division es llamada coastadorsal (donde se ubican las neuronas
receptoras sensitivas), cuerno ventral (donde se ubican las neuronas motoras) yneoedia
donde se ubicalas interneurona<l canal central es un espacio lleno de liquido cefaloraquideo en
el centro de la médul®. En los ganglios de la raiz dorsal se encuentran los cuerpos celulares de las
neuronas sensoriales pseudounipolaresalmnes de estas neuronas que provienen de la periferia
pasan haael cuerno posterior (dorsal) de la sustancia gris de la médula espinal, los axones hacen
sinapsis con interneuronas o pasan a la sustancia blanca y ascienden (via aferemebuiazia
ragudeo en el encéfalo. La respuesta motora (eferente) es producida por una sefial de las neuronas
piramidales gigantes (sefial corticoespinal) que viajan desde de corteza cerebral a la medula espinal.
Los numerosos filamentos nerviosos dispuestos enfoassuentrolateral y dorsolateral de la medula
espinal se unen lateralmente formando las raices ventral y dorsal de los nervios espinales, las dos
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raices, a su vez, se unen para formar los nervios espinales, en un punto situado distalmente al ganglio
espiral que existe en la raiz dorsal.

2.2.Neuronas, céulas gliales yformacion de la mielina

Las neuronas son células del SNC y SNP que varian en forma y tamafio de emusudo
localizacion Se caracterizan por presentar un cuerpo celular o soma que contiene el nucleo

y constituyeel centro metabolico de la neurona, las dendritas que se extienden fuera del soma
y el axén que se origina desde una parte gruesa del soma llamado cono @iguieo?).

Segun el numero de proyecciones que surjan del cuerpo celular, las neuronas pueden
clasificarse en unipolares, bipolares y multipolares. ElI axon presenta terminaciones
presinapticas que contienen botones sinapticos con un contenido de granuloslasvesi

los que se almacenan los neurotransmisores que son secretados para el estimulo nervioso
(28).

Soma
(cuerpo celular)

Segmento inicial

/del axon No6dulos de Ranvier
Nucleo — \
Cresta i
_ axonica Células de Schwann
Dendritas —» Botones terminales

Figura 2. Motoneurona con axon mielinizado

Ademas de las neuronas, cuya funcion principal es transmitir el impulso nervioso, el sistema
nervioso contiene células neurogliales para proteger y apoyar metabélica y mecanicamente a
las neuronag30). Estas células no generan impulsos nepgosaunque estan presentes en

el SNC y SNP, en cada uno de ellos su morfologia, funcion y densidad poblacional son
diferentes. Las células neurogliales del SNC incluyen los astrocitos que proporcionan
soporte, eliminan iones y liberan neurotrasmisores olmodendrocitos que actian en el

aislamiento eléctrico y produccion de mielites células microgliales quhacen parte del

22



sistema fagotico mononuclear jascélulas ependimarias que forman membranas limitantes

y pueden intervenir en el transporteljuidocefalorraquided30). En el SNP existe menos
diversidad celular, se encuentran las células satélite o de sostén que rodean los somas de las
neuronas de los ganglios periféricos y las células de Schwann cuya funcion principal es

formar recubrimientos rdiinizados y no mielinizadoen los axones del SNB0).

La mielina que envuelve los axones es una membrana plasmatica especializada que funciona
como aislante efectivenun flujo de corriente insignificantden el SNC esta membrana es
aportada por los oligodendrogtoalli, un solo oligodendrocitpuede mielinizar varios
axones En elISNPesla membrana d&as células de Schwania queenvuelve un axoén al
plegase hasta 100 vecesobre si mismaCada célula de Schwann forma una unidad de
mielina que es separada por ndédulos de Ranvier, aunque la ultraestructura es similar en SNC
y SNP, se pueden apreciar algunas diferencias en los componentes lipidicos y mteteicos

los dossistemag31).

La mielina en el SNC y SNP esta compuesta principalmente por lipidé&d¥%0como
colesterol, fosfolipidos (plasmalégeno) y glicolipidos (galactosilcerapgtiapntenido de
fosfatidilcolina y esfingomielinases mayorenel SNPque en eSNC (32). El constituyente
proteicodela mielina se encuentra en menor proporcion32%)con respecto a los lipidos

y varia encomposiciény concentracion de acueraon su localizacionEn el SNP, las
proteinas implicadas en la formacion y compactaciéon de mielina son la proteina PO como
principal componente estructural de mielina (50%), seguido de la proteina basica de mielina
(MBP), la proteina 2 de mielina periférica @ FABP8, de sus sigldsatty Acid Binding
Protein8) y la proteina periférica de mielina de RRa (PMP22)(32); Ademas de las
proteinas compactantes, se encuentran las mpaxiantes imjadas en las interacciones
axin-glia, entre ellazonexinas (Cxs), gtoproteina asociada a mielina (MAGldtgay S

corta), cadherina epitelial (EC) y periaxina (PRXatga y Scorta). Algunas de las proteinas
compactantes y no compaates son comunes en el SNC y SNP y otras son reemplazadas en
su funcién Por ejemplo,en el SNC se encuentra el proteolipido protéico (PLP) que

reemplaza la funcién de P@mbién, se encuentrda proteina basica oligodendrocitica
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asociada a mielina (MOBP la proteina de oligodendrocitos (OSP) y proteinas no
compactantes como juxtanodina (Jux)la glicoproteina de melina de
oligodendrocits (MOG) y sirtuina 2 (S2{31). La funcidn de estas proteinas es compactar

la mielina a través de sugeracciones en la porcion extracelular de la membiamnal caso

de lss célulasde Schwann las interacciones proteicas ocurren entre las proteinas presentes en
la membrana celular y la membrana yuxtapuesta de la misma célula cuando esta.se pliega
La canpactacion de la mielina es evidente en microscopia electronica, donde las
caracteristicas repetitivas densas en electrones son denominadas lineas densas principales
(MDL) y el compartimento intramielinico alterrse denomina linea intraperiodo (IPL)
Adicionalmente, los lipidos que componen la mielina son claves en funciones importantes
como sinaptogénesis, neuritogénesis y la rapida conduccion saltatoria del impulso nervioso
(321 33).

2.3.Impulso nervioso

La funcidn principal de las neuronas es la transmision del impulso neriziss células se
caracterizan por la excitabilidad de su membrana despugegite un estimulo eléctrico,
guimico o mecéanicden respuesta estosestimul® la permeabilidad idnicdela membrana
celularcambiaoriginandose impulsaaléctricos rapidoguese miden en milisegundos (ms)
con potenciales que se miden en milivoltios (mV). Cuando la membrarenagiposo (sin
esfmulo), se encuentra polarizada con cargas positiva ear& extracelular y negats/an

la cara citoplas#@tica. Enlas neuronada concentracion de *Ken el interiores mayor que

en el exteriode la célulalo cual, permitesumovilizaciébnhacia afuera de la célulRor el
contrario, la concentracion 8i&" es mayor en el exterigue en el interioy su movilizacion
ocurre hacia adentro de la célu paso de los iones de un lado al otro de la membrana
celular ocurre por difusién facilitada,través de canales de fuggpecificos para cada uno
de estosones. También, por medio teebomba de N@K* ATPasa que funciona en contra
del gradiente de concentracioRl potencial de membrana en reposo en el extremo

citoplasmatico esfTOmV (28).
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Cuando la neurona recibe estimulo sunembrana se despolarigaocurrela apertura de
canales dependientes de voltegpecificos que permitaat ingresode Na" al citoplasmay

el cambiodel potencial de membrand se abren suficientes canales dé Maealcanza un
umbral de intensidad d&5mV, se cumple la ley de todo o nagda despolarizacion se
propaga por toda la célula abriendo los canales degNtantesLo cual,cambia el potencial

de accion de la careitoplasméticade la membrana de negativo a positivo alcanzando
+40mV. Cuandola célula alcanza este potencial seotapza cierralos canalesle Na* y

abre loscanales dependientes de voltaje paka'elLa salida desteion resulta erun periodo

de hiperpolarizaciéf90mV), que se mantienkastaquela bomba Nay K* restablee la
concentraciomleNa’ y K* y la célulavuelve alestado de reposo deOmV (28).

Como la mielina es un aislante efectivo del flujo de corriente, la despolarizacion en los
axones mielinizados salta de un nodulo de Ranvier a otro (conduccién saltatoria) para
alcanzar una velocidad 50 veces mayor que la de los axones no mielinizadgsul&b ide

un axon presinaptico induce secrecién de neurotransmisatesocido como Sinapsis
qguimica- los neurotransmisores difunden a través de la hendidura sinaptica induciendo
cambios en la membrana de la célula postsinamiaatandola o inhibiénda (28). En la

union neuromuscular, el nervio motor termina sobre una fibra muscular estriada y la
transmision de impulsos del nervio motor al museglsimilar a lajue ocurre en la sinapsis
entre las neurona<€l impulso que llega a la terminaciébn neuronal motora aumenta la
permeabilidadie la membranalosiones C&2 presentes eal ambiente extraceluldns que

al entrar enlas terminaciones de los axonastivanla exocitosis de las vesiculas que
contienen elneurotransmisoracetilcolina B neurotransmisor liberado, difunde a los
receptores colinérgicos nidoicos que activan la despolarizacion celular en la placa
muscular por aumento en la conductancia de ionéy K& de esta manera, el potencial de

accion muscular inicia la contraccion muscygs).
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2.4. Anatomia del nervio periférico

Los tejidos nerviosos periféricos son estructuras anatomicas que pueden estar formados por
una combinacién de fibras nerviosas aferentes y eferentes. Los cuerpos celulares de las
células quéorman las fibras nerviosas en los nervios periféricos se encuentran en el sistema
nervioso central o en los ganglios periféricos. Cada nervio periférico esta formado por uno o
mas haces de fibras nerviostesnominadogasciculos Cada fibra nerviosa indidual esta
constituida por axones revestidos por células de Schwann que a su vez son recubiertos por
una lamina basal.os axones son rodeados por un delicado tejido de sostén laxo y vascular
denominadandoneuroque constituye laapa interna de revestiemta El endoneuro esta
compuest por fibras de colageno tipdll y seubica entre la [amina basal que reviste las
células de Schwann que rodeeada axon y eperineuro. Las fibras de colageno que
componen el endoneyrespecialmente en la parte mas externa, se encuentran dispuestas en
canalesorientados de manera unidirecciogale proporcionan un entorno protector a los
axones. En lesiones nerviosas leves (e.g.: compresiones nerviosas) ayudan a mantener los
extremos d los axones dafiados alineados facilitando su reparacion. Ademas, la union del
endoneuro con las células de Schwann previene la interferencia en la conduccion de los

impulsos nerviosos de los axones vecifgh.

El perineurces lacapa intermedia de revestimiewpee rodea los fasciculgsestacompuesto
por una capa de células epiteliales plamasn forma poligonal ehominadas células
perineuraleskE diametro de los fasciculos es definido por las placas formad&spétulas
perineurales que se unen ergf@ través de uniones estrechas y desmosqgmaas actuar
como una barrerde proteccion y de difusion seléch para los axond84). En el perineuro
el colageno tipo | es ausente, pero se encuep&guefias cantidades de colageno tipenV

la lamina basal.
En los nervios periféricos formados por mas de un fasciculo, existe otra capa de tejido

conectivolaxo localizado en la parte externa del fasicidlenominadapineuro. Estacapa
externa de revestimienesta constituidpor colageno tipo 1, grasa y vasos (arteriales,
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venosa y linfaticos) que proceden de tejidos adyacentes y de las arterias que acompafan a
los nervioq29), proporcionasoporte a los fasciculodgs manteneunidos para formar una
fuerte vaina cilindrica denominada tronco nervioseigyra 3) (34). Analisis
inmunohistoquimicos y de microscopia de luz polarizada con marcadores de colageno
especificos, indican que el colagenmtlse encuentra en mayor proporcion en el epineuro
que en el endoneurogueel coldgeno tipo Il es mas abundante en el endoneuro que en el
epineurg esta relacion de colageno /1l es similar en mamiferos humanos, cerdos y ratas
(35). Dentro del endoneuro los fibroblastos son es¢gsmseso, ssupore que la mayor

parte del colageno del endoneuro es producido paglakas de Schwan(34,36)

o Célula de Schwann
Lamina basal

Endoneuro

Fibra

de mielina <®

Célula de Schwann

Figura 3. Organizacion estructural deervio periféricoSe aprecia el axon de una fibra mielinizada,
rodeado por las células de Schwann que sintetizan una delgada lamina basal nhifefibzada se
encuentra rodeada de tejido endoneural, varias fibras nerviosas son agrupadas por la capa perineural
formando los fasciculos, que a su vez son rodeados por tejido epineural, formando el tronco nervioso
gue proviene de la médula espinal.

2.5.Neurobiologia de la regeneracid de tejido nervioso geriférico

El sistema nervioso periférico, a diferencia del sistema nervioso central, tiene la habilidad
intrinseca para repararse y regenerarse. dgtacidaddepende de la edad del paciente, la

causay el tipo de lesion. Es un procesmplejoque involucra una s de eventos celulares
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y moleculares en el soma de los axones, en los extremos o0 mufiones proximal o distal del
nervio y en el 6rgano blanco que inef&). En las lesiones de nervios periféricos que
conducen a rotura axonal o transeccidn nerviosa, se inician cambios degenerativos como la
degradacion del axon y la mielina en el extremo proximal y distal del sitio de la. lesion
Cuando el extrem distal del axon se desconecta del soma neural, sufre degeneracion
Walleriana o degeneracion anterégrada donde los componentes de la membrana y el
citoesqueleto del axon son desensamblados, el axén es fragmentado y la mielina es
degradada. Los macroéfagmdiltrados en el sitio de la injuria y las células de Schwann se
encargan de remover los restos de la degradacién de la lesion. En el cuerpo neural se observa
actividad eléctrica antidromica, con potenciales de accion de alta frecuencia que ocasionan
la gpertura de canales de calcio y el inicio de cascadas de sefialinaethadas poia Jun

quinasa, que regulan la transcripcién de genes que codifican para factores neur(@g)ficos

El balance de la transcripcion, traduccién y secreciébn de estos factores neurotroficos
determina la suertesobrevivencia o muerte por apoptoside la neuronalLas neuronas
sensoriales primarias son significativamente mas vulnerables a la apoptosiasque
motoneuronaya quecerca del 40% de las neuronas sensoriales mueren después de una

lesion nervios438).

Para promover la regeneracion neuronal y lograr la reconstruccion estructun@bydilide

los axones, es critico limitar la etapa de degeneracion Walleriana. En las primeras 24 horas,
las células de Schwann proliferan y se desdiferencian cambiando su fenotipo de células
productoras de mielina a células con capacidad regenerativacélidas de Schwann
denervadas disminuyen la expresion de proteinas estructurales como la proteina cero (P0),
proteina basica de mielina (PBM), glicoproteinas asociadas a mielina y aumentan la
expresion de moléculas de adhesion celular (CAM), L1, neurdl Q%CAM), proteina

acida fibrilar de la glia y de factores de crecimiento como factor de crecimiento de nervio
(NGF), factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), factor neurotrofico derivado de la
glia (GDNF), factor de crecimiento basico de fibroldagbFGF) y neurotrofina 3 (N3J).

Una vez el detritus celular es removido por los macrofagos y las células de Schwann, estas

se alinean y forman columnas denominadas bandas de Blinger, que permiten la formacion de
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un ambiente rico en factores neurotroficpsproporcionan una guia axonal para la
regeneracion del axon hasta el sitio blanco de inervagi@xon regenerado nuevamente es
mielinizado y ocurre una recuperacion funcional del tejido muscular deneivigdoa(4)
(37).

El progreso ideal de recrecimiento axonal es de 1mm/dia, sin embargo, si los brotes axonales
fallan en cruzar el sitio de la lesién o pierd direccion, las células de Schwann regulan
negativamente la expresion de factores neurotroficos agotando los factores troficos presentes
en el sitio de la lesigro cual,conduce a la formacion den neuroma Cuando esto ocurre,

el 6rgano que estaba inervado pierde la continuidad nerviosa, se produce una denervacion

cronica, atrofia de la fibra muscular y las células satélite musculares sufren afat83is

Nomat \ A Normal
nnnn on v - musde
o 3 o N} L L
R - - - ‘.
d %

Proximal end Distal end

2 weeks after injury

Chromatolysis Degenerating fber and
Macrophage myeiin sheath

nucieus

Atrophied
musde

T X

Axonal sprout penetrating
bands of Bungner

3 months after injury
Musde
regeneration

Several months after injury
Disorganized axonal sprouts

Atrophied
musde

Unsuccessful nerve regeneration

Figura 4. Proceso de degeneracion WaleriaBa.observan células de Schwann formando canales
denominados Bandas de Biinger y regeneracion completa del axén después de 3 meses de ocurrida la
lesion, también se observafitamente brotes axonales no regenerados y atrofia mugtl)ar

2.6.Clasificacionde las lesiones @rviosas

La primera clasificacion de las lesiones de los nervios fue propuesta por Seddon en 1943

(39), en ellajaslesiones nerviosason clasificadade acuerdo con su desenlace en lesiones
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temporales (neurapraxia, axonotmesis) y permanentes (neurotmesis). En la neurapraxia hay
una pérdida temporal de las funciones sensoriales y motoras generada por la disrupcién
parcial de la condua@n en el sitio de la leside.g: las reuropatias por compresiéon como el
sindrome de tunel carpian@n este caso la estructura basica del axon es preservada y no
ocurre la degeneracion Walleriana. En la axonotmesis se presenta la rotura del axén y de la
vaina de mielina que lo envuelve, pero hay preservacion de las envolturas del nervio
(endoneuro, perineuro, epineuro), ocurre degeneracidon Walleriana del axon distal y
regeneracion espdmtea propiciada por la preservacion de los tubos endoneurales. En la
neurotmesis hay una interrupcion completa de las tres capas que forman el nervio, hay
degeneracion Walleriana, la lesion es mas grave y la regeneracion depende de la distancia

entre la zona distal y proximal del neryit,41)

La clasificacion de Seddon fue modificada por Sunderland er{4®5fpara categorizar las
lesiones nerviosas en gradofdstab dependiendo de su severidad. La lesiompimer

grado corresponde a la neurapraxia definida por Seddon. En la lesgagdedo grado el
endoneurq las células de Schwann permanecen intactos y aunque la recuperacion es lenta,
el endoneuro permite la regeneracion de manera direccionada en la zona distal al sitio de la
lesion. En la lesién deercer grado, el endoneuro es irrumpidaunque el peringa
permanece intacto; en este caso, la fibrosis ocurre intrafascicularmente, la funcion motora y
sensorial decrecen y la recuperacion es muy lenta. En las lesiomearte grado, el
endoneuro y el perineuro son seccionados y el epineuro es la Uniémpmtekchervio que
permanece intacta, hay un proceso de degeneracion y cicatrizacién especialmente en la zona
proximal. En este nivel se requiere la escisién de la cicatriz y la reparacion del nervio
quirdrgicamente. La lesion dpiinto grado corresponde & neurotmesis; en este caso, se
genera una interrupcibn completa del nervio que involucra el endoneuro, perineuro y
epineuro. Ocurre la formacion de un neuroma en el extremo proximal del nervio y
degeneracion Walleriana en el extremo distal. Las lesideeguinto grado requieren

reparacion quirdrgicaH{gura 5) (40,41)
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Figura 5. Clasificacién de las lesiones nerviosas por Seddon y reclasificacion por Sunderland en
grados de lesion-5.

2.7.Tratami entos de la lesién neural eriférica.

El tratamiento de eleccién cuando se diagnostica una lesién neural periférica cesfdeta
neurorrafig una técnica microquirdrgica quertsiste en la aproximacién sin ejercer tension
de los extremos del nervigue se fijan corsuturas epineurale€l procedimiento debe
realizarseenlas primeras 24 horas de ocurrida la lesion, siemprdagdistancia entréos
mufiones nerviosasa menor a 5mifY). Lasneurorrafias emplean diferentes técnicas para

la coaptacion de los nervigsntre las que se encuentran:
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i) Técnica de reparacion epineurak el método tradicional que utiliza suturas de sujecion
lateral y puntos de referencia vasculares para mantener la alineacién topogréfica. Las
suturas se colocan pasando la aguja por el epineuro interno y externo de ambos
mufiones para aproximar los egmos nerviosos hasta lograr la reparacioén final. Una
desventaja de la reparacion epineural es la incapacidad de emparejar con precision los
fasciculos proximal y distal del nervio seccionado

ii) Técnica de reparacion fascicular agrupguiatencialmenteesta ténica esnmas precia
que la reparacion epineuralssta indicada en situaciones en las que una parte
identificable de la seccion transversal del nervio suministra la funcién sensorial mientras
gue otra parte del nervio suministra la funcion motoizn la reparacion fascicular
agrupada las microsuturas se catan a través del tejido epinealr interfascicular
evitando el perineuroy permitiendo la coaptacion de grupos fasciculares desde el
mufon proximal al distaluego, seanudan con una tension leve a maedda evitando
que los fasciculos sobresalgan

iii) Reparacion fascicular individual: se aplica cuando los fasciculos lesionados individuales

proximal y distal puede unirse especificamente enti(@3}

Ademas de las neurorrafigescritas conocidas como neurorrafias de extremo a extremo
(ETE, del inglés End to Efa@ termino terminal, se pueden realizar neurorrafias de extremo

a lado (ETS, del inglés End to Side) o termino lajenallas que seoapta el mufién distal

de un nervio lesionado a un nervio donante sano adyacente. En caso de que la anastomosis
nerviosa conexion quirdrgica entre dos estructuras tubulamegueda realizarse con sutura
debido a la distancia entre los mufiones distal y proximaidicado es usastras técnicas

como el injertq5,6).
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2.7.1. Autoinjerto de rervio

El auoinjerto de nervio esl tratamiento recomendadaando el tamafio de la lesion no
permite laaproximacion sin tension de los extremos de los mufiones nergdesamsidera

el Nfodadd se& | os Wy geha wilirddedasteo I879Es la alternativa
terapéutica que ofrece mejores resultados cliniposjuelogra regeneracion nerviosa en
defectos con longitud superior a losr (5). En las ultimas décadas, las técnicas empleadas
para hacer autoinjertd®sn logradograndes avances como ekrip de nervio interfascicular

para la union de nervios distant@sgl). Los tejidos nerviosos donantes incluyen nervios
funcionalmente menos significativos como el nervio sural, los nervios cutdneos superficiales

y el nervio cutdnemedial del antebrazo. Las limitaciones asociadas con este procedimiento

incluyen:

)] Morbilidad yperdida de la funcion en el sitio donante debido a que la longitud de
nervio donante que se coladebe ser 10% mayor que la brecha de la lesion en
donde se va a implant&43).

i) Cirugia adicional con el objetivo de extraer el autoinjerto nervioso

i) Falta de correspondencia anatomica precisa cgpecto al grupo fascicular
donde va a ser injertado. Se ha visto que diferencias en el diametro y longitud de
nervio donado con respecto al nervio receptor contada falla de los injertos.

iv) Formacion de neuromas dolorosos

V) Aumento de costos relacionadmm el cuidado del pacien{é5).

A pesar del sustancial aumento de la comprension de los procesos neuropatofisiol6gicos
ocurrido en los ultimos 30 afiodpdavia es necesaridesarrollarnuevas estrategias o

alternativagarano sacrifcartejido nervioso del donan{éd5,46.
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2.7.2. Aloinjertos de nervio

Una alternativa a los autoinjertos es el uso de tejido nervioso proveniente de donantes vivos
o cadavéricogaloinjertog. Cuando la reconstruccion requiere injertos de tamafios mayores

a la cantidad disponible de autoinjerto, el uso de tejido nervioso de cadaveres se convierte en
la mejor opcion. Los aloinjertos frescos contienen antigenos asociados con las células y sus
productos (aloantigenos) que conducen al rechazo inmunolégigo obligan a la
inmunosupresion sistémica mientras los axones y células de Schwann del paciente regeneran
a través del aloinjertd47). Para evitar este inconveniente, se acudaemover los
aloantigenoslescelularizando losloinjertoscon métodos fisicos, quimicos y enzimaticos

Los métodos fisicos mas comunes son la liofilizacion, irradiacion gamma, congelamiento y
descongelamiento, sonicacion y agitacidos métodos quimicasmplearsoluciones acidas

o alcalinas, i6nicas o no idnicas, soluciones hipertdnicas o hipotdnicas y detergentes (SDS,
Triton X-100, Sulfobetaind 0, Sulfobetaind 6)(47,48) Los métodos enziméaticos incluyen

el uso de condroitinasa, tripsina, endonucleasas y exonuckg9a&n el proceso de
descelularzacion se debe realizar la remocion total de cualquier agente quimico y proteico
que pueda causar dafio o rechazo inmunolégico en el tejido reckgemas,se debe
garantizar la eliminacion de proteoglicangue contengarondroitin sulfato u otros
glicosaminoglicanos que inhiben el crecimiento axonal. El empleo de detergentes ysenzima
como la condroitinasa ABC (ChAB(ara eliminar compuestos celulares y componentes

de matriz extracelular, ademas del proceso de esterilizacién, aumentan el costduddd pr

y limitan el acceso de la mayoria de la poblacion a los mighiok2)

Hasta el momento, @inico aloinjerto descelularizado que ha sido aprobado por la FDA y
aplicado en clinica esxogenAvance® Nerve Graft, (AxoGen® Inc., Alachua, F13,47)

La investigacion actual sugiere que lal®injertos nerviosos procesados como Axogen
Avance® tienen limitaciones Datos clinicos muestrajue en defectos con tamafnos entre 5
y 50 mm, el 87% de 132 lesiones nerviosas tratadas con AXogerce® recuperaron
funciones sensoriales y/o motgras embargo,en lesiones superiores a este tamsifio

eficaciafue inferior a la déos autoinjerto49). Debe mencionarse que ensayos clinicos
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que comparon laeficacia de Axogen Avance@n conductos que guian la regeneracion
nerviosa(NGC) disponibles en el mercado, se encontré lggeresultados sensoriales son

significativaente mejoreson el aloinjertd50).

2.8.Biomateriales e ingenieria de tejidos para la elaboracién de conductgse guian la
regeneracionnerviosa (NGC).

Un amplio rango debiomateriales de origen natural o sintético, biodegradables y no
biodegradablesse han empleado para la elaboracion de conductos que sirvan como guia o
puente neuroprotectgue promueval crecimiento de los axones en el sitio de la lesion. Los
primerosconductos que guian la regeneracion nerviosa NGC del iNglde Guidance
Conduit se elaboraroncon materiales no biodegradablésetacrilato, poliestireno,
politetrafluoroetileno y siliconay se ensayaroen lesiones nerviosdgroedores y humanos

Pa no ser biodegradables presentaneconvenientes como encapsulacion fibrética del
implante pérdida tardia de la recuperacién funcional causada por la compresion de los
axones dentro del conducto no degradabtespuesta inflamatoria croni¢al,52)

Con los avances de la medicina regeneratiuagié una rama de la ingenieria de tejidos
denominadaingenieria de tejido neuraton el propdsito deelaborar onductos
biocompatibles que sustituydws injertos autélogogEngineered Nerve Graft§ENGs de

sus siglagn inglés) LosNGC producidos por la ingenieria de tejido neural estan disefiados
paraconectatos extremos de los nervitesionadosguiar el crecimiento axonal, facilitér
difusion de oxigeno y nutrientes, garantizar la disponibilidad de factores neurotgoficos
prevenir la formacion de tejido fibroticoPara su elaboraciorse usan materiales
biodegradables naturales como proteirtis)tro de las que se encuentran el colageno,
gelatina, fibrindgeo, elastina, queratina y fibra de sedé3,54) También,polisacaridos
como la quitina, acido hialurénico y alginato y algspoliésteres de origen natural como el
poli (3 hidroxibutirato) o P3HB vy el poli (3 &cido hidroxibutirico-3 acido hidroxivalerico)
(55). De igual forma, se han empleado matesale origen sintético biodegradabksos o

combinadoscomo policaprolactona (PCLpoliuretanos (PUs), acido polilactico (PLA),
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acido poliglicolico (PGA)y acido polilactice poliglicédlico (PLGA) (11,14,56,57) La
mayoria ddosNGC propuestos por la ingenieria de tejido neural seve@nado en modelos
murinosy caninos descisiones de nervio ciatico de diferentes longitudes (5mm, 186hm
mmy 1,5 cm y 8 cmrespectivamenjg€56). CadaNGC evaluado se diferencia en el tiempo
de reparacion y el grado de recuperacién sensorial o n{afjr&stas diferencias dependen
de las caracteristicas microestructurales, fisicoquimicas y mecéanicas denthsctos
elaborados. Hasta el momento los NG@o han demostrado regeneracion nerviosa en
distancias pequefas que no superan los 3@58jnDe ahj quela elaboracion y evaluacion

de conductos nerviosos continua siendo un reto para la ingeteddpdos.

Para aumentar la eficiencia en la regeneracion ners@ssda estrategialecargar loNGC

con células de Schwann o células madre de faaliterenteg59). Las células de Schwann
son la primera elecciqmorque secretaflactores neurotréficoeomo efactor de crecimiento

de nervio (NGF) y el factor neurotrofico derivado de cerebro (BDMFpesar de los
beneficioqque trae usagstas células, suilizaciones limitachdebido ajue se deben emplear
células de Schwann autélog&omo suasa de prolifacidnes baja, el cultivan vitro de
células de Schwann primarias puede resultar dispendioso y demanda que los medios se
suplementen cofactores de crecimiento y/o mitégenos (Forskolina, heregulina, FGF2 y
extracto de pituitaria, etchdemas, es comigque losfibroblastosque crecen mas rapido que
las células de Schwann contaminen el cultivo dificultando el aislamista.contrarrestar

el crecimiento excesivo de los fibroblassesadicionaitosina arabinosidse promueve la
lisis mediada por compimentoy la sustitucién de aminoacidos esenciales coma\alina

por D-valina (60). Una dificultad adicional importante esegpara obtener las células de
Schwann autélogas se detmrificar un nervio donante sardduchas veces, con el fin de
aumentar laantidad de células de Schwa®hace una primera cirugia en la que se induce
la predegeneracion dienervio con el fin de stimular la proliferacion celulaio cual
conllevala realizacion de una segunda intervencion quirargicarpacdectar las células que

proliferaron(61).
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Para reemplazar a laélulas de Schwann se heudido &uso decélulas madre de diferente
fuenteporquetienen la capacidad de diferenciarse a células similarékias deSchwann
(Schwann likecells) (62). Se han evaluadoélulas madre embrionarias, células madre
neurales, células madre mesenquimales de médula ésea, células madre de tejido adiposo,
células madre precursoras derivadasadgiel y células madre pluripotentes inducidas
secretan proteinas o factores neurotréficos y componentes de la matriz extragpedular,
proporcionanun microambiente favorable para promover la formacion de mielina y la
regeneracion nerviosa acelerandl crecimiento de los axong62). Sin embargo, las
revisiones sistematicas sobre el empleo de células madre de diferente paenta
regeneracion de lesiones de nervio periférico muestran que los resultados del tratamiento que
se evidencian evaluando la funcion motora/sensorial, electrofisiologia, indice funcional
ciatico, masa muscular, y evaluacién histologica matéacuerd al protocolo experimental
empleadd59). El uso de células madea este campa@aln se encuentra en la etapacfinica

y nosehan logrado avances significativos en la préctica clif®3), la aplicacion de células

madre dentro de los conductos nerviosugorael crecimientoy guiade los axaesen
comparacion con @onducto nervioso sin células madme, obstantesigue siendo inferior

a la reparacion de nervios con técnicas convencionales como el autgg¥grto

2.9.Colageno tipo Iy conductos nerviosos.

El coldgeno es una proteina estructural de la matriz extracelular (MEC) presdate en
mayoria de los tejidos conectivibs los vertebrados. Comprende una familia de por lo menos
28 miembros que se caracterizan por poseer un dominio-trghieoidal en su estructura. Se
numeran con numeros romanos del | al XXVIII. Aunque se reportd un colageno epidermal
como el miembro 29 de la familia, el gen que lo codifica (COL29A1) resultéé&ardd a

uno de los genes del colageno VI (COL6AGD).

Los colagenos fibrilaresiene una estructura jerarquica comphpj@ se sustenta en la triple

hélice formada por tres cadenas peptidicasimeradas con nimerasibigosLa estructura
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primariade cada cadena esta conformada parna secuencia deipletesrepetidosde
aminoacidos GHX-Y, donde X y Y son prolina y-Aidroxiprolina, respectivamental ser
sintetizadas, las cadenasse entrelazan en una triplelibé estabilizada por puentes de
hidrogeno e interacciones electrostaticas. Cuando las cadenas son iguales forman
homalimeros, cuando son diferentes hetiémeros. La estructura terciaria del coldgeno tipo
| corresponde a una triple hélice heténeérica onstituidapor lasc a d e (|, §1(11)Jy
(R(1), cada una de aproximadamente 1000 aminoadidtus vez las moleculas helicoidales
son secretadase autoensambiay las fibrillas de colageno se entrecruzan por enlaces
covalentes formados enzimaticamente por la enzima lisil oxidasa (LEIX@ste proceso
ocurrela desaminacién oxidativa de residuos especificos de lisina e hidroxjiggrfarman
alisinas en los domios de los telopéptidos de la molécula de colagdando lugar a una

forma supramolecularonstituida pofibrillas y fibras de colagen(®5i 67).

El colageno tipo I, es el colagemoas abundantde la MEC delos tejidos conectivos no
cartilaginosos como piel, hueso, tendén, dentina, ligamentos, cornea, y nervio entre otros
Proporciona resistencia a la deformacién plastica y la rofurdo con la elastina soporta
esfuerzos mecanicos repetitivoggn los proteoglicanos y glicosaminoglicanasortigua
cargas compresivas ya que secuestran agua en |a@8@Il ser componente basico de la
matriz el coldgeno se caracteriza potbiocompatibilidad y capacidad de union a receptores
celulares como integrinas (U1b1, U2bde y U106D
union a integrinas expuestos cuando el colageno es remodelado o degradado #6§8latina
Los soporte® membranaslaboraloscon coldgeno tipo | son esponjas porosas que contiene
una arquitectura 3DPueden ser disefiados, dependiendo de la técnica, quarasu
microestructuraoincidaconla de los tejidos déligar de implantacion previsto. Por lo tanto,

los soportes de cafieno se utilizan ampliamentara promover laregeneracion deejido
conectivo,incluyendo el nervioso perifériqé6).

Los soportes de colageno tipo | disefiados para regeneracion nsnsobecompatibles,

flexibles, suaves y faciles de manipular quiréagiente. Tienen la ventaja de que en la

medida en que se degradan ocurre la regeneracion nerviosa, previniendo asi la compresion
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nerviosa que se puede presentar con los conductos elaborados con otros biomateriales de
degradacion lentdPor espla mayoria d conductos aprobados por la FDA para uso clinico

son elaboradogon colageno tipo | de diferente fuente (bovina, porcina) o conductos
provenientes de nervios descelularizados (cadavéricos) o de matriz extracelular de tejidos

ricos en colageno tipo | (Sulumosa intestinal porcing).4).

2.10. Conductos nerviosos disponiblesomercialmente

Desde mediados de 1980 en el mercsgl@ncuentra unaariedad de conductos nerviosos
artificiales conocidos comierve Guidance ConduiNGC). Estos conductos se consideran
dispositivos médicosndicados para el tratamientte lesiones denervios periféricos y
cuentan con aprobacién de agencias regulatorias como la FDA (US Food and Drug
Administration) o la CE de la Comunidad Eurof&4,68) Los conductos aprobados son
elaborados a partir de biomateriales naturales o sintéticos, biodegradables o no
biodegradables y algunos son elaborados a partir de tejidos descelularizatiablaLa

muestraalgunos desstos productos:
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Tabla 1.Productos de ingenieria de tejidos usados para regeneracion de nervio pegifiitm@do con informacion d&l, 14, 19).

Producto Biomaterial Diametro Tiempo de| Compaifiia URL/Imagen del Producto
(D) Degradacion Productora
Longitud (L)
Neurotube® Acido poliglicélico | D: 2.3-8mm | Degradacion: | Neuroregen LLC
(K983007, 1999) | (PGA) L: 2-4 cm 6-12 meses 7
%/.
URL:
http://www.synovismicro.co
m/pdfs/NeuroTube_sellshee
40014B_0910.pdf
Salubridgé Alcohol polivinilico | D: 2-10mm | No degradable | Salumedica, LLC Imagen no disponible
(K002098, 2000) | (PVA) L: 6.35cm Atlanta, GA URL:
SaluTunne™ https://www.accessdata.fda.
(K100382, 2010) ov/cdrh_docs/pdf10/K10038
pdf
Neurolac® Acido . poly(DL- | D: 1.5-10mm Degradacion: | Polyganics, The
(KO50573, 2005] lactideU L: 3cm 24 meses Netherlands

K112267, 2011)

caprolactone), (PCL)

X

URL:
https://www.accessdata.fda.
ov/cdrh_docs/pdf5/K050573
pdf
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AxoGen Avance®

URL:
http://content.stockpr.com/ay
ogeninc/files/docs/LB
312+R00+Avance+ProcessA

Matters.pdf

URL:
http://www.integralife.com/pt
oducts%2Fpdfs%2Fnerve%!
Orepair%?20solutions%20bro

hure.pdf

ECM de nervio dg D: 1-5mm No reportado AxoGen Inc.
donante cadaveérico | L: 1.5-7 cm Alachua, FL
NeuraGen® Colageno tipo | D: 1.5-7mm | Degradacion: Integra Life
(K011168, 2001) L: 2-3cm 36-48 meses Sciences  Corp &
Plainsboro, NJ ‘
NeuraMatriX™ Colageno tipo | D: 2-6mm Degradacion: | Collagen Matrix
(KO12814, 2001) L: 25cm 3-6 meses Inc. Oakland, NJ

URL:

http://az621074.vo.msecnd.
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t/syk-mobile-content
cdn/globalcontent
system/SYKGCSDO&-
38822/IYaU8Cn9AtIMJIkdy4
9Kth_K1gNUSIA/LNM_OT.

NeuraWrap™ Colageno tipo | D:3-10 mm | Degradacién: | Integra Life
(K041620, 2004) | disefiado para gener| L: 2-4 cm 36-48 meses Sciences  Corp
diametros ajustable Plainsboro, NJ
(No esta claro s .
NeuraWrap™ es URIT' . .
http://www.integralife.eu/pro
comparable con lo .
) ducts/recon/tissue
conductos nervioso :
S technologies/neurawrap
tradicionales de
~ . nerveprotector/
tamafio fijo en
términos de eficacia)

NeuroLacM Copolimero  &cidg D: 4-10mm | Degradacion: | POLYGANICS | URL:

(KO50573, 2005) | lacticoy caprolacton{ L: 3 cm pierde SUS https://www.accessdata.fda.
propiedades ov/cdrh_docs/pdf5/K050573
mecanicas a la pdf
10 semana
después de |
implantacion

CovaTM ORTHGQ | Colageno porcin¢ Laminas Degradable Biom'Up S.A. < s | -

NERVE (membrana d¢ rectangulares| enzimaticaments 0 '

(K103081, 2012) | colageno gue se puede| in  vitro  (no N \

enrollar. reporta tiempo) s B J
Tamanos: 15 ! |

X 25 mm, 20 X

30 mm, 30 X

40 mm
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y 40 x 60 mm https://www.accessdata.fda.
ov/cdrh_docs/pdf10/K10308
pdf

-NeuroMend" Colageno tipo | NeuroMend | Degradacion: | Collagen Matrix
(K060952, 2006) M. 4-8 meses Inc. Oakland, NJ
-Neurdlex™ D: 4-12mm ‘
(K131541, 2014) L: 25-5cm
Neurdlex™:
>:2mm |
" http://www.collagenmatrix.cg
m/peripheranerverepair/
NeuraGen® 30 Conducto dg D: 1.5-7mm | Degradacion: IntegraLifeScien | URL:
Nerve Guide colageno bovino tipq L: 6.35 cm Reabsorbible | ces https://www.accessdata.fda.
(K130557, 2014) |lyuna (no reporta ov/cdrh_docs/pdf13/K13055
matriz interna tiempo) Jpdf
compuesta df
colageno Y
glucosaminoglicano
(condroitina6-
sulfato).
Surgisis®  Nerve Submucosa intesting D: 2-7mm Degradacion: | Cook Biotech| URL:

Cuff porcina (SIS) L: 5cm Reabsorbible Incorporated https://www.accessdata.fda.
K031069, 2014 (no reporta ov/ICDRH510K/K132660.pdf
tiempo)

ReaxonM Plus| Quitosano D: 2.1-6mm | Degradacion: | Medovent GmbH| URL:

(K143711, 2015) L: 3cm 17 meses https://www.accessdata.fda.
(Indicado para Ig ov/cdrh_docs/pdf14/K14371
reparacion de la pdf

discontinuidades d
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http://www/

los nervios
periféricos hasta
10 mm)
AxoGuar® Nerve| Submucosa intesting D: 1.5-7mm | Degradacion: | Cook Biotech
protector porcina (SIS) L: 4cm 3 meses Products  Wes
AxoGuar® Nerve Lafayette, IN
connector
(K162741, 2016)
URL:
http://www.axogeninc.com/p
oducts/4144/axoguatnderve
protector
NeurobridgeM Acido poliglicolico | D: 0.5-4mm | Degradacién: | Toyobo Co., Ltd | URL
(K152967, 2016) | (PGA) L: 3-5cm Se degradain https://www.accessdata.fda.
vitro (no reporta ov/cdrh_docs/pdf15/K15296
tiempo) pdf
Reinforced Flexiblg Colageno tipo | d¢ D: 2-6mm Degradacion: | Collagen Matrix,| URL:
Collagen Nerveg tendon bovino L: 25¢cm Se degradain | Inc https://www.accessdata.fda.
Cuff vitro (no reporta ov/cdrh_docs/pdf17/K17065

(K170656, 2017)

tiempo)

pdf

44



Comparar el desempefio de los productos reportadoslabla 1 es dificil debido a la falta

de estandarizacion de modelos preclinicoétodos de evaluacionestudios clinicos que
comparen su seguridad y eficadzada dispositivo ha demostrado una eficacia variable en
estudios preclinicos y clinican diferentes tipos de nervios lesionados, tamafios de lesion,
métodos de evaluacion smrial y motora y distintas poblaciones de paciefes esolas

ventajas y desventajas de cada conducto detretleterminadasuidadosamente. Todas las
revisiones concuerdan en que los conductos disefiados con biomateriales solo se pueden
emplear en lasnes menores a@n, ya que cuando el tamafio dddaidn essuperior ncse

obtiene una regeneracion éptimd@e ahi, que parabtener productos que puedan ser
trasladados a la clinicae debaseguir trabajando en elesarrolloy caracterizaciorde

conduc¢os biomiméticoseguros y eficacg49).

2.11. Disefio de un conducto nervioso ideal

Diferentes revisiones han recopilado informacion sobre las caracteristicas
microestructurales, fisicoquimicas y biolégiaks unconducto de nervio ide20,69) En
general, se acepta quaslconductos para promover la regeoiém de nervio periférico

tenganias siguientes caracteristicas:

)] Biocompatibilidad: una vez injertados en el nervio lesiondelmenpromover
una apropiada respuesta celular y molecular.

i) Biodegradabilidadsu degradacién y reabsorcién deben estar en equilibrio con la
regeneracion axonal para evitar la compresion del nervio en crecimiento.

i) Propiedades mecanicas: deben ser similares a las de los nervios receptores en que
van a ser implantados.

V) Capacidad desoportar cargas fisioldgicas: deben tener flexibilidad y rigidez
moderadas para resistir a las tensiones de compresion mecanica de los tejidos

circundantes.
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V) Permeabilidaddebenpermiir el intercambio de nutrientes, oxigeno y desechos
y al mismo tiempotar la infiltracion de fibroblastos de los tejidos circundantes
(20,69)

La permeabilidad esta relacionada con el tamafio de poro y la porosidad del conducto. Se ha
reportado que el tamafio de porodebe-4ér-4 0 em y | a poi9@@®Endad del
cuanto a la estructura, loenductos con relleno e interior promueven mejor crecimiento

de los axones y proliferacién de células de Schwparelos conductos huecoBe igual
manera, en los conductos rellenos diseflados con orientacion de fibras alineadas el
crecimiento de los anesesmas rapido quen los conductos con orientacién de fibras
aleatorias(70). Aunque se elaboranconductos con microestructura en el interior con
diferentes biomateriales y mediante diferentes métodos de fabricaciée\appracion de
solventes vy lixiviacion de particulas porégenas, espumado con gas, separaciéa, de fa
electrehilado, extrusion, fabricacion aditiva o impresion 3D y sus variables, entre otros)
(71), muchosaun se encuentran en ensayos preclénic@onpocoslos que cuentan con
autorizacion de las agencias regulatopasa aplicacion clinica. De los productos aprobados

por la FDAque se encuentran en el mergadeuragen 3D® incorpora un relleno con fibras
alineadas longitudinalmente de colageno tipp ¢ondroitin6-sulfata El conducto esta
recomendado para reparar defectos con longitud rrBG/ no supera el tamafio reparado

por aloinjertos como AxoGen Avancg®0 mm) o autoinjertos de nervio gdencionan en
defectos >0 mm (58).

Una falencia que tiene el disefio de los conductos para nervio peré8rimpae tienen un
diametro definido, lo cual, limita scapacidad de adaptarse al didmetro de los mufiones
seccionadasCuando los conductos no se pueden ajustar a los extremos de los nervios
seccionados etonducto colapsay como consecuencita regeneracion del nervies
deficientey la reinervacion musculalisminuye(9). Productosonstituidos por una lamina

0 soporte poroso, comdeurawrap¥, que se colocan envolviendo al nervio seccioneaota

ajustar el dispositivo al diametda nerviobuscan superar este inconveniee embargo,
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no tien& microestructuranternay funcionan como conducteneuroprotect@sque generan

una interf@eentre el nervio y el tejido circundan(t&).

Hasta donde se sabe, la literatura cientifica especialiwalda descritgsgportes de colageno

tipo | para regeneracion nerviosa que cummantodaslas caracteristicade unconducto

de nervio idealEn nuestro paislos conductos nerviosos comerciales son poco empleados
debidoa sulimitado éxito en regeneracion y a su elevadsto, lo que obliga a seguir
empleando el autoinjert@demasla investigacion en regeneracion nerviosa es incipiente

debe expandirse para ofrecer alternativas terapéuticas que puedan ser trasladadas del

laboratorio a la clinica

2.12. Antecedentes del @po de Trabajo en Ingenieria de Tejidos (GTIT) de la

Universidad Nacional de Colombia

En su interés por utilizar proteinas de la familia del colageno para elaborar productos de
ingenieria de tejidos que sirvan como injerto y promueaaedeneracion tisular, el GTIT
desarroll6 y caracterizd un soporte laminar @édgeno tipo | con canales orientados
unidireccionalmenté27). En estos soportes se sembraron fibroblastos primarios aislados de
mucosa orallos cualese adhirieron a las fibras de coldgeno y crecieron unidireccionalmente
expresando factores de crecimiento diferentes a los expresados cuando fueron sembrados en
soportes con fibras de colageno orientadas multidireccionalmente o @3zaeniendo en

cuenta estos resatlos, en esta tesis doctoral se modificé el procedimiento de manufactura
de los soportes unidireccionales elaboradosepgrupo, para crear un soporte laminar de
colageno tipo | con dos zonas continuas, cada una con diferente orientacion de poro
(unidireccional, vs, multidireccional). Cuando el soporte bifasico obtenido se enrolla de la
zona unidireccional a la multidireional, se forma un conducto que en su interior contiene

un relleno fibroso con canales paralelos orientados en una misma direccion, el cual, esta
cubierto por la zona multidireccional del soporte. Este disefio novedoso del soporte permite
qgue el didmetro @ conducto formado se pueda ajustar al diametro de los mufiones de los

nervios seccionados, controlando el numero de plegamientos que se hacen del soporte.
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3. Pregunta de nvestigacion

¢Un soporte de colagetipo | con dos zonas continuas con diferente orientacion de poro
(unidireccional, multidireccional) al plegarse de la fase unidireccional a la multidireccional
forma un conducto que promueve la regeneracion del nervio ciatico en lesiones de tamafio

critico en ut€modelo murino?

4. Obijetivo general

Desarrollar y evaluar la biocompatibilidad de conductos bifasicos laminares de colageno tipo

| para usar en regeneracion de nervio periférico

4.1. Objetivos especificos

A Elaborarconductosde colageno tipo ton dos fases de diferente orientacién de poro
(unidireccional y multidireccionaly estructura tubulgolegable

A Determinar las propiedadéisicoquimicas microestructuralesnecanicay biologicas

de losconductosiesarrollados

A Evaluarla biocompatibilidadde los conductos desarrollados como injerto de nervio

periféricoen unmodelomurinodelesién critica de nervio ciatico
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5. Metodologia

5.1.Métodos jetivo especificol: Elaborar conductos deoldgeno tipo | con dos fases
de diferente orientacion de poro (unidireccional y multidireccional) y estructura tubular
plegable.

Las variables que se tuvieron en cuenta en el disefio y elaboracion de los soportes bifasicos
laminares de colageno tipo leon: concentracién de colageno tipo |, concentracion de
agente entrecruzante y método de congelamiento. A continuacion, se dasugbedologia

realizada:

5.1.1. Extraccion y purificacion de colageno |.

El protocolo empleado para la extraccion y purificacion de colageno tipo | fue el establecido
por el grupo de trabajo en ingenieria de tejidos de la Universidad Nacional de C¢lthbia
El colageno tipo | fue purificado a partir de fascia bovina provenidatéa planta de
produccion San Martin, BogotAntes de su procesamiento flascia bovinae limpid, se
desinfeab con hipoclorito de sodio 2% seconserd en etanol 70%El tejido se fraccion6
en piezas pequefas que fuecotbcadasen écido acético 0.9 por 24h para obtener una
dispersion que fue centrifuga(@000g x 45min) con el propoésito de aislat sobrenadante
Sobre el sobrenadante se adicidf@OH 1M, se centrifugé y se tomoé el precipitade
colageno | resultante. Después de cuantificgiavimétricamentese prepararon dos
dispersionesle colageno en acido acético 0/85con las que se elaboraron los soportes
bifasicos. La dispersidbn menos concentralan@/g) se utiliz6 paraelaborarlas zonas
unidireccionales y la mas concentra8ang/g) para preparar las zonamlltidireccionatsde

lossoportes de colageno | que se fabricaron

5.1.2. Preparacion de las dispersiones de colageno tipo lentrecruzadas con
glutaraldehido

Se prepararon seis dispersiones de cada una de las dos concentraciones evaluadas (5 mg/g y

8 mg/g). Cada una de estas dispersidnesntrecruzada con concentraciones ascendentes
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(0%, 0.02%, M4%, 0.06%, M8% y Q1% v/v)deglutaraldelido (GTA), homogeizadacon

un Ultraturrax (Heidfold) a 10.000 rpm por 3 mimincubada pd?4 h a 3'PC en un agitador
orbital (Thermo Fisher, USA) a 12pm. Con las dispersiones entrecruzadaselaboraron
seis prototiposle soportes bifasicapie se denominaron de acdo con la concentracion de
entrecruzante empleada, comtC (0%), P1 (0.02%), P2 %), P3 (0.06%), P4 (@%)

y P5 (01%), (NC, P1P5). LaTabla 2 muestra los prototipos de los soportes, asi como, las

concentraciones de las dispersiones de colageled3TA utilizadas.

Tabla 2. Concentraciones de coldgeno y glutaraldehempleadas para elaborar los

prototipos de losoportes

Prototipos Dispersion de colagend Dispersion de| Concentracion
para la zona unidireccional | colageno para la] de GTA
zona unidireccional
NC 5mg/g 8 mg/g 0% viv
P1 5mg/g 8 mg/g 0.02% viv
P2 5mg/g 8 mg/g 0.04% viv
P3 5mg/g 8 mg/g 0.06% viv
P4 5mg/g 8 mg/g 0.08% viv
P5 5mg/g 8 mg/g 0.1% v/v

5.1.3. Elaboracién delossoporteslaminaresbifasicos

Para laobtencion de losoportes laminares bifasicdas dispersiones de colageno de 5 mg/g

y 8 mg/g se congelaron diferencialmente y se liofilizaron. Seis moldes de teflon se adaptaron
para contener dos pozos separados y contipmosiolde La superficie de umnde los pozos

se cubrié con una lamina de un material conductor a la que se le dejé un extremo que salia
del molde. En estos pozos se sirvieron las dispersiones de colageno tipanigéte b el

extremo libre de cada ldmina conductorassmergd en nitr@eno liquido {196 °C). El

sistema se mantuvo adiabatiamn el fin de promovela formacion unidireccional de
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cristales de hieldel lado cercano al nitrégenolatio contrario(74). Después de que cada
dispersion de 3ng/g se congel@on el gradiente de concentracion generado a partir del
nitrogenq la separacion empleada para formar los dos pozos dentro del molde se retir6 y en
el pozo vacio se sirvio la dispersion 8emg/g de colagend. EI molde conlas dos
dispersiones (la congelada con el gradiente de temperatura generada por el nitrégeno y la
recién servida) se mantuvo20 °C durante la noche; luego, se liofilizo durad& hpara
obtener ursoportede 10 crdcon una zona con poros unidirecci@saeguida por una zona

con poros multidireccionalgegos soportes obtenidos fueron esterilizados con oxido de
etilena La Figura 6 presenta un diagrama de kporte bifasicas en los que se identifican

las zonas con poros multidireccionales y unidireccionales. El diagrama también muestra el
plegamiento de la zona unidireccional a la multidireccional que permitié obtener seis
conductos con una matriz interna con canales usmorados y una envoltura externa con

poros orientados multidireccionalmente.

1 zona multidireccional

zona unidireccional

A

Figura 6. Disefiopropuesto para la elaboracidaun conducto bifasico laminate colageno tipo |.
Esquema de larientacion de poro unidireccionaiultidireccionaly pleganiento del conducto desde
la zona unidireccional hacia la zona multidireccional.
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5.2.Métodos bjetivo Especifico 2: Determinar las propiedades fisicoquimicas,
microestructurales, mecanicas y biolégicas de los conductos desarrollados.

Con el proposito de establecer el efecto de las variables de disefio (concentracion de
coldgeno, direccionalidad de poyo concentracion de agente entrecruzante) sobre las
propiedades de los conductes,realizo la caracterizacion ks soportes bifasicos (NC1P

P5)como se enuncia a continuacion:

-Caracterizacion microestructural se evalué la apariencia microestructural de los
soportes, el tamafo de poro y la porosidad.

-Caracterizacion fisicoquimicase uso analisis FTIR para verificar el estado nativo del
colageno. Ademas, se establecio el porcentaje de entrecruzamiento, la concentracion de
GTA remanente, el porcentaje de degradaciéon enzimética, el dngulo de contacto
(humectabilidad), la capacidad siercién de agua, el hinchamiento y el potencial Z.
-Caracterizacion mecanicase determiné el moédulo elastico a través de ensayos
mecanicos.

-Evaluacion bioldgica in vitro:se estudio la citotoxicidad, proliferacion y diferenciacion

celular.

5.2.1. Caracterizacidon microestructural

Esta caracterizacidon se hizo porgue el direccionamiento de las fibras de colageno, el tamafio
de poro y la porosidad influyen en el crecimiento, migraciéon y alineacion celular en los

soportes, asi como, en la difusion de moléculas a través del SG)rte

5.2.1.1. Microscopa de barrido ambiental (ESEM)

Siguiendo metodologia descrifa7), cualitativamente se evalué el direccionamiento de las
fiboras y la interconectividad de losoporteslaminares usando ESEM (Environmental

Scanning Electron Microscopgd)escan Vega 3 SB, Czech Republic) en muestras sin
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recubrimiento metalicousandcseccions transversales y longitudinales (8 mnj, [2 mm
[H]) de los soportes en la zona unidireccional (U), multidireccional (M) y la interfgse (1)
lugar donde se encuentran las zonas U. P#ta este analisisg somaron fotografias a una

magnificacion de 4X y 150X en tres sitios al azar en cada zorig\ra 7).

Multidireccional Interfase Unidireccional

HHI
L

Muestras tomadas de cada fase 4
para analisis de microestructura
»

N—

,—-.
]
H
H

Figura 7. Secciones que fueron tomadas de cada fase del conducto laminar para el analisis
microestructural.

5.2.1.2. Tamafio de poro

La determinacién del tamafio de poro de cada una de las zonas de los soportes se hizo
siguiendo metodologia establecidér5). Se realizaron cortes transversales de
aproxi madament e 1@uestras midratadasog PBSEld 7.4, 84d) y
desgasificadagle lossoportes NCP1-P5 en las zonas U (3 zonas evaluadas) y M (3 zonas
evaluadas)Un total de 60 poros por cada zona fuasbeervads conun microscopio de luz
invertido (Eclipse TS100, Nikon, Japanagnificacionde 40 x). Empleando eprograma

ImageJ 1.39u (Wayne Rasband National Institutes of Health, USA)midieron y
promediaron el eje mayormenor de la elipse que mejor se ajustakss pareegsde cada

poro en imagenes digitaleapturadas con el prografidS-Elements ARVer 4.50 Nikon

Con loes promedios obtenidos salcularonlos valores de tamafio de poro, empleando la

siguiente ecuacion:
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Donde: a es el semieje mayor y b es el semieje menor de la elipse ajustaddZd)p&ro
todos los casos, los valores obtenidomaéiplicaron por 15 paratener en cuenta el efecto

delos poros que nfueronseccionaron a través de su seccion transversal maxima

5.2.1.3. Porosidad

Para determinar la porosidad, se utilizé el método de despkztarde liquidg47). De cada

una de las dos zonas (U, M) de los sopoit&3; P1-P5) secos se cortaranuestrasie2 cn?

y sepesaron (W1)Los fragmentosesumergieron en PBS (2 mL), se desgasificaron al vacio
(10 min) y se incubaron (3, 24 h) Terminada la incubacion, se removieron con una pinza
estéril,se colocaron en un papel de filtro para eliminar el exceso de PBS y se pesaron (W2).
La muestra anedada se coloc6 ean picndémetrovacio secode peso conocid@/N3), €
picnémetro se llené con PBS hastanpletar el afor¢g25mL) y se pesé (W4). Los ensayos
serepitieroncinco veces. La porosidad total se midio utilizando los pesos antes mencionados
(W1, W2, W3 y W4) y la densidad (r) del PBS (1.0261b), de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

" b "OT DIEOGAAAI
v P EEAR DI UCRTT
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5.2.2. Propiedadesfisicoquimicas

5.2.2.1. Espectrometria de infrarrojo por transformada de fourier

El analisisFTIR permiteestablecerel estado del colageno luego de la manufactura del
soporte El coldgeno nativo se caracteriza por la presencia de bandas de absorcion en
longitudes de onda espécés en el enlace vibracional de los grupo amida del col§@éno

77). Cada muestra seca (2 mg) de las zonas UdeNbs soportesNC, PEP5) se mezclo

con KBr (200 mg) y se comprimié parhtener un sedimento. El sistema se purgd con aire
seco (1 h) para eliminar el vapor de agua del compartimento de la muestra. Los espectros se
obtuvieron utilizando un espectrofotometro FT /4R00 (Jasco, Alemania), en un rango de
4000 500 cmt con una resolucién de 8 ¢y 150 exploraciones/muestra. El colageno usado
para fabricar los soportes se utiliz6 como control del coldgeno en estado nativo y se empled

gelatina como control del colageno hidrolizaos analisis se hicieron por triplicad

5.2.2.2. Porcentaje de entrecruzamiento en la dispersién de colageno

El porcentaje de entrecruzamiento (E%) se relaciona con la velocidad de degradacion del
conducto yda una idea aproximada de su biodegradabiliobadiivo (69). Para su
determinacion indirectagempledel reactivonihidrinacon el fin de determinda cantidad

de grupos amino libres dada soporte deolageno entrecruzado respectossoportes de
colageno no entrecruzadds anterior,es posibledebido a que la nihidrina forma bases de
Schiff con los grupos amino libres del colagédd). La mezclade reacciorfue elaborada

conlas soluciones A y Preparadas como se describe a continuacion

- Solucion A 4.2 g de acido citrico y.6 g deNaOHdisueltos en 100 mL degua tipo |.

- Solucion B 4 g de ninhidrina disueltos en 164L de etilenglicol.

Paracuantificar el porcentaje de entrecruzamienttosegaronmuestras de las zonas Uy M
(1 cn?) de los soportese pesaron (Wmge incubaron con 500 de la mezcla de reaccion

y secalentd a 100C por 30 minDespués de qua mezclase enfrié demperatura ambiente
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se diluyécon 1mL de isopropanol 50% y se midi6 la absorbateita solucion resultante
conun lector de placa@RIAD Multimode Detector, Dynex, USAg 560nm Paracalcular

el porcentaje de entrecruzamiestmaplico la siguiente formula

0 &
0
0w
-_—
wWw

obp p TIODIP

Am = Absorbancia de la muestfsoportes P-P5) Wm = Peso de la muest(aoportes P1
P5) Ac = Absorbancia del contrgsoporteno entrecruzadd\C) y Wc = Peso del control

(soporteno entrecruado, NC).

El porcentaje de grupos amino entrecruzados se calculé como la relacién entre la absorbancia
de los soportes PR5 y la de los soportes NC (soportes no entrecruzados), considerando los
grupos amino libres de los soportes NC comad.0Estos andlisis se hicieron por triplicado.

5.2.2.3. Determinacion de la concentraén de glutaraldehdo remanente

El glutaraldelido (GTA) es un agente quimico entrecruzamsado frecuentemente porque
puede reaccionar con grupos funcionales de protefasjuese hareportado su efecto
citotoxico, el entrecruzamiento del colageno | con esta moléoajaralas propiedades
mecanicas de laoportegjue lo contienefi78). En este trabajo los sofies se entrecruzaron
con GTA, por esdfue necesario evaluau contenido de glutaraldehido residual. Para est
analisis se tomaron muestras (1 9nde las zonas U y M de los soporéssgrecruzados(l-

P5 y se incubaron (12 h, Gb) con 1 mL de una soluci@eNaOH 1 M, glicina QL My
NaSQ; 0.1 M con el fin depromoveruna reaccion colorimétrica no reversitdetre el
bisulfito de sodioy el glutraraldefdo (79). Después deentrifugar (400 x glurante5 min)

las muestrassecolocaronl 0 O del dobrenadantde cada reaccion en pozos individuales
de un plato de cultivo de 96 pozas absorbancia se legdonun espectrofotdmeti@RIAD
Multimode Detector, Dynex, USA)sandouna longitud de onda de 238 nios datos

obtenidos se interpolaronneuna curva de calibracion realizada previamente con
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concentraciones conocidas de glutaraldehldws andlisis fueron llevados a cabo por

triplicada

5.2.2.4. Degradacionenzimatica de los soportes

Los dispositivos que van a ser injertados deben ser biodegradables para que no induzcan
reaccion a cuerpo extrafio y para que puedan ser recambiados por nuevo tejido en la medida
en que se degraddnl, 80). Por eso, en esta tesie determind el tiempo requerido por la
enzima colagenasa tipo | paligerirtotaimenteossoporte, entrecruzados o nie coladgeno
|. Para este ensayo se tomaramestras (8nm '], 2 mm [H]) de las zonas U y Me todos
los soportesse pesaro(Wi), cada una de ellage colo6 en un tubgy seincubd por 24h, 3,
15y 30 dias con colagenasa tipo | (1mL, 250UIl/mL, Sigma, USA) en PBS 1x (pH 7,4; 37°C;
80 rpm en uragitador orbital) La enzima se cambigada 5 dias durante el tiemgoe durd
el ensayoEn cada tiempo se tomé un tubo, se centrifidg® x g, 5 min)el sobrenadante
se descart0, eoporteremanente skofilizd (24 h y se pesqWf). Para el calculoifal se
promediaron los pesos obtenidos en tres ensayos diferentes; la determinacién del porcentaje
de degradacion se hizo mediantsitguienteecuacion

wQ

(0] ~) p Fdenn

5.2.2.5. Angulo de contacto

El 4ngulo de contacto esn pardmetro quepermite determinarlas propiedades de
humectacién de una superficie solida, al evaluar la tendencia de un liquido a extenderse sobre
un sustrato sélido plano, quimicamente ingrt@o reactivo Es una medida indirecta
predictiva de lanidrofilicidad, adherencia adar y capacidad dadsorcion de proteinae

un biomateria(81). El propadsito final de este trabajo fekaborar un conducto biodegradable,

de didmetro ajustable, que guiara la regeneracion del nervio ciatico en un modelo murino de
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lesion de nervio cidtico. Por eso, se determind el angulo de contacto de los soportes bifasicos
usados para la manufactura @s keis prototipos de conductos obtenidos, empleando el
método de ldurbuja captivd82). Para estose tomaromuestrag1 cn¥) de las zonas U y

M de los soportesy se colocaron emedio DMEM suplementado (24 h, temperatura
ambiente)para permitir su hidratacion. Cada una de las muestras hidratadas se colocé en la
tapa del goniémetro emplea¢@ontact Angle Goniometer, Ragifart Instrument Co., NJ,

USA) y se surargié en DMEM. Luego, se inyecto airegB) debajo de la superficie de la
muestracon el fin de formar umburbuja. Durante 120secapturaror200imagenes digitales

de la burbujgormadaen contacto con el soporyese analizaranEstos experimentos se
hicieron por triplicado. La&igura 8 muestra imagenes representativas de las burbujas y

angulos formados durante el analisis de las zonas U y M de los soportes.

Soporte (U) Soporte (M)

DMEM DMEM

Figura 8. Método de la burbuja captiva para determinar el angulo de contacto. La figura muestra
iméagenes representativas de las burbujas formadas pazofes (A) unidireccional y B)
multidireccional de los soportes. En color naranjeepeesentafos angulos mdidos.

5.2.2.6. Capacidad de sorciode liquidose hinchamiento

La capacidad de sorcion tiguidos(LSC) es una variable fisicoquimica que se debe evaluar
durante la caracterizacion de dispositivos médicos que estaran en contacto con fluidos
bioldgicos. En esta tesis, la capacidad de sorcion de liquido de los soportes se determiné
gravimétricamente. Déas zonas U y M de los soportes (NC;PH) se tomaron muestras (2

cm?), se pesaron (Wi) y se sumergieron en PBS 0.1M (pH 7.4) durante 24%.&3@90,
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las muestras se retiraron con pinzas y se colocaron en una toalla de papel Whatman para
remover ekexceso de PBS y se pesaron (Wf). La capacidad de sorcion fue calculada usando

la siguiente ecuacion:

5 Vb W0 Q.
0 T WP T

Para evaluar el hinchamiento de los soportes (S%), se usaron las mismas muestras empleadas
para los ensayos de santide Iguido, midiendo el volumen de los soportes secos (Vd) y
después de sumergirlos en PBS (Vkgs mediciones se realizaron con un calibrador digital
(Mitutoyo, Aurora, IL, USA), el porcentaje de hinchamiento se detergmmolasiguiente

ecuacion

Vb wo .
oo P T

Los experimentos paideterminar los valores dmrcion de liquidos e hinchamiento de las

zonas U y M de los soportes-P5se repitieron cinco veces

5.2.2.7. Potencial Z

El potencial de superficie eléctriass un parametro fisicoquimicgue impactaen la
adherencia, proliferacion y diferenciacion de célelasontacto con biomateriajesi como
la adsorcion y plegamiento de proteiif@3). Para la determinacion dpbtencial Z ddas
zonas U y M déos soportes (NC, PR5), muestras d8.2gde cadagportesecolocaonen
2 mL de PBS (20 mM, pH 7.4, 12 lg)sehomogenizeon (3000 rpm por 10 mincon un
ultra-turrax (IKA 3737001 T10 basic, Cekealmer, UK9) Por cada zona de los soportes se
realizaroncinco lecturas (100 corridas cada una) é@ﬁmpleando un Zetasizer Nano ZS

(Malvern In struments, UK).
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5.2.3. Propiedades mecanicas

5.2.3.1. Ensayo de traccion

El conducto nervioso debe resistir la fuerza de tension a la que se somete el nervio en que se
va ainjertar, por eso, es importante evaluar este parameara el ensayo de tracciéon

los soportese hicieron 6 conductagie también se denominaron NC, P1, P2, P3, P4 y P5.
Para elaborar los conductdss soportes (4cfh se sumergieronen medio de culvo

(DMEM) durante 24 h y se plegaron desde la zona unidireccional a la multidireccional. Cada

zona tenia la misma area.

Los ensayos de traccion de los conductosesdizaron corun equipo Magnetic Micro
Testing System (MMT, Shimadzuprovisto con unacelda de carga de 101 N, a una
velocidad de 1.0 mm/min, aplicando la carga en la direccién de las fibras unidireccionales.
El médulo de Young de los conductos se calculd a partir de la pendiente de las curvas de

tensiéndeformacion. Se realizaron tres neeohes por cada muestra.

5.2.4. Propiedadesbiolégicas

5.2.4.1. Aislamiento, purificacién y caracterizacionde células de Schwann

Las células de Schwarse aislarorle nervio ciatico de raton neonato, siguiendo protocolos
descritog84). Los nervios ciaticode12 ratones ICR de-2 dias de nacidase diseccionaron

y limpiaron eliminando tejido adyacenteon la ayudade un esteoscopio La Figura 9,
muestra una imagen representativdodenerviosciaticos disectams.

Para aislar las células, los nervios limpios se incub@@min a 37((:) con una mezcla de
tripsina (0.25% wi/v) y colagenasa tipo | (0.1% w/v) en DMEM sin suero fetal bovino.(SFB)
La digestion enzimaticae detuvoadicionando 40% de SFB en solucion balanceada de

H a n kl® suspensiomresultante se centrifug00 xg, 10 min)y el pellet celular se
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resuspendi en DMEM suplementado con SFB (10% v/v), penicilina (100 [U/mL),
estreptomicina (100 (&g /5mLegThéymi Bighdr Geiemtifia c i na E
Waltham, MA, USA) Después de evaluar la viabilidad celular con una tincion vital (azul de

tripano), se colocaron alicuotas de la suspension celulgdaeas de cultivo (35 mm

diametro) precubiertas con poly. lisinay se incub6%% CQ, 37'C, 24 h) A las 24 hel

mediose remplazéon DMEM suplementado concitosibear abi nof ur afdossi do (1
cultivos se volvieron ancubarpor 48 hy el mediosereemplab con DMEM suplementado

con heregulinfobdkqIliQ8igndRidich Ghamical CoSt. Louis,

MO, USA) (84).

Los fibroblastos contaminantes fueron eliminados por lisisiadadpor complemento,
siguiendo procedimientos descritd®0). Brevemente las células se desprendieron
mecanicamente cam rastrillo, secentrifugaron400 xg, 10 min)se resuspendieran 60

¢ L uha& solucién de anticuerggG anti mouse Thy 1.4BioLegend San Diego, CA,
USA) e incubaon por30 mina 37 €. Luego, se adicion6é elomplemento de raton se
incubd por 60 min da misma temperatura, se latrésveces con PBS ge centrifugo. El
pellet celular se resuspendié y las células se sembralRMEM suplementado con medio
de induccion de células de Schwann (PE&*%(5ng/mL), bFGF (10 ng/mL), heregulina
b1 10 nM) 'y f or(SigmaAldrichaChemizal GpBt) Douis, MO, USA)
Cuando las célulaaisladaslcanzaron 80% de confluensia caracterizaron para comprobar

su identidad
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| Nervio Ciatico

Figura 9. Nervio cidtico empleado como fuente de célulasSdbwann.Se muestra una imagen
representativa de un nervio ciatiextraidode un ratbn neonato.

Se empleanicroscopia de fluorescengiara evaluar a lalulas de Schwaraisladas del
nervio ciatico de raton neonatd. ¢iltivo obtenido se digirid emmaticamente cotripsina
0.25%EDTA 0.025% en PBS por 3 min a 37°%CIla suspension celular resultante se
centrifugé y lavé con DMEM suplementadsl. pellet celular resultante se resusperahé
medio de cultivp las células ssembraroren laminasNu n ¢ E -Tle&ktE | | Chamber
S| i dyes&dejaromdrerir a la superficie de cultivd.uego,se lavarorcon solucion salina
balanceada de Hank’s (Gibcegfijaron con 4% vol/vol de paraformaldi&o por 20 min,
selavaron 3 veces con PBS sepemeabilizaon por 20 min con Tritd X100 (01% v/v).
Después diavalas nuevament® veces con PBSeincubaon con albimina sérica bovina
(BSA 7.5% w/y por 60 min a temperatura ambierge lavaron colBSA 1% (w/v)y se
incubaon conel anticuerpo primao rabbit polyclonal IgG antibody S10@Hhermo Fisher
Scientific Waltham, MA, USA) diluido (1:50) en BSA (1% w/v) a 4 °C durante toda la
noche Finalmente,ds muestrasevolvieron aavar 3 veces con PBS por 5 mseincubaon

con el anticuerpo secundarigoat antirabbit IgG H&L (FITC) (Thermo Fisher Scientific
Waltham, MA, USA) diluido (1:100) en BSA (1% w/v) a temperatura ambiente poy da
lavaron3 veces con PB$araestosexperimentose emplearon células S100b positivas de

5to o 6to pasaje.
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5.2.4.2. Aislamiento, purificacion y caracterizacion de células madre
mesenquimalege tejido adiposo humano (hASC)

Las células madre derivadas de tejido adiposo humano (h#&Si3laron dena muestra de
lipoaspiradmbtenida cormonsentimiento informaddeuna donante joven sarid.protocolo

fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional
de Colombia (Ley 0-2015). Paraestableceel cultivo primario semodificé unprotocolo
descrito(85). El lipoaspiradq3 g) se incubd (1 h, 3%) con 10 mL de colagenasa tipo | (2
mg/mL) en DMEM libre de suero. Después de la digestion, se afiadi6 DMEM suplementado
con SFB(10% v/v),y la muestra se pagor un filtro de 70 um. La suspensigsultante se
centrifugé (300, 10 min) y el sedimentoon las células (5 x Hcélulas/cm) se colocéen

DMEM suplementado con SFB (10% v/v), penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100
eg/ manpf ot eri ci nalosRultivdd setcubargn5% G, B?‘b) cambiando

medio cada tres digsasta qudascélulas alcanzaron una confluencia aproximaala8d%

En ese momento, las células se desprendieron de la superficie del plato de cultivo (tripsina
0.25%EDTA 0.025% en PB} se lavaron, centrifugaroB8@0 xg, 10 mir) y sembraron en

el mismo medio de ctivo. Para ampliar la poblacion celular los cultivos se subcultivaron

tres veces usando las mismas condiciones.

Siguiendo lodineamientos déa Sociedad Internacional de Terafalular (ISCT) alas
célulasaisladas detejido adiposo humaree lesevalué sunorfologia celularadherencia al
plasticqQ expresion de marcadores capacidad de diferenciacidihas caracteristicas
morfologicas y la adhesion de las células a la superficie de cultivo se analizaron con un
microsc@io invertido. Los marcadores expresados en membrana se evaluaron mediante
citometria de flujo, como se describe a continuaciarego de digerir enziméaticamente
(tripsina0.25%EDTA 0.025% en PB¥cultivosde tercer pasajsg colectaron células &

10* células/ml) y se incubaron (30 min, & en la oscuridad) con los siguientes anticuerpos:
PerCP/Cy5.5 arfCD105 humano, FITC ar€D90 humano, PE ar€D73 humano, PE /

Cy7 anttCD45 humano, APC an€D34 humanoFinalizadala incubacionJas células se

lavaron tres veces con PBSse analizaron con un citometro filgjo FACScantoll BD,
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registrando 20.000 eventos por muestEm la determinacionde la capacidad de
diferenciacion se utilizaron kits StemPYqThermo Fisher Scientifis¢vValtham, MA, USA
paradiferenciaciéradipogénica, condrogénica y osteogémsigaiendo las especificaciones
del fabricantelLas tincionesconfirmatorias de diferenciacion empleadas en estos ensayos
fueronaceite rojo (7 y 14 dias de cultivo); azul de alciano (14 dias Itleogufosfatasa
alcalina (7 dias de cultivo) y rojo de alizarina S (21 dias de cultivo).

5.2.4.4. Citocompatibilidad de los soportes

La citocompatiblidad deak zonas U y M de todos lesportedue evaluada&on células de
Schwannde la linea celular RSC96 (ATCC® CRL278H, células de Schwann primarias
aisladas de nervio ciatico de ratones neonatos y células madre de tejido adiposol(b&SC)

tres analisis llevados a cabo fueroitotoxicidad, proliferaciory diferenciacion celular

5.24.4.1. Citotoxicidad celular

Para este ensayse usaroncélulas de Schwande la linea celulaRSC96 (ATCC®

CRL2763M) y células de Schwann primarigBiguiendola norma ISO 10993 (86), las

células se sembraroen placas de 96 pozos (12106 ®| ul as/ 100 &L de med
suplementado) y se incubaron (‘E7 5% CQ, 24 h). Posteriormente, el medio de cult$eo

reemplazocon medio de extracCiGfiDPMEM preincubado durante 24 h con 1%de cada

soport@ y los cultivos se incubaroh 3 7 U C, ) d&6r&ate2@ 8. Después de retirar el

medio de extraccibn se agaron5 0 € L d e MT d@n c4dda cultivgsé incubdor

2 h (37C, 5% CQ), se retirdel MTT, se afiadidlimetil sulféxidoDMSO( 100 e€L) y se
midi6 la absorbanciaon un lector de placd$RIAD Multimode Detector, Dynex, USA§

una longitud de onda &0 nm Como controles positivos y negativos de citotoxicidad
usaronDMEM estéril suplementado con DMSO al 25% y DMEM incubado carglrL

de siliconarespectivamente. Los ensayodleearon a cabgor triplicado.
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5.2.4.4.2. Proliferacion celular
-Proliferacion de células de Schwann primarias

Debido al interés de comprobar que las células de Schwann obtenidas en este trabajo se
adhereny alinean con las fibras unidireccionales de la zona U de los soportes, en este analisis
solamente se incluyeron muestras (8 mm diametro) provenientes de esta zona de todos los
soportes. bBs muestras de las zonas U de $oportes se sembraron co#lulas de Schwann
(2x1C/cm?) y se incubaron (5% CO2, 3€) durante 24 h, 7 y 14 dias con DMEM
suplementado co8FB 10% (v/v), antibiéticeantimicético, solucién de vitamina MEM,
solucion de piruvato de sodio, heregulmd  ( 10 n M) vy foambgsahkdel | na ( 2
medio cada tres diasn cadaino de logiempas de analisi€l medio de cultivo se reemplazo

por medio de cultivo que contenia MTT (1 mg/mL) y se incubdé3pbrcon agitacion
constante(80 rpm). El formazén producido se solubilizé con llrde dimetil sulféxido

(DMSO) y la absorbancia de las muess@®idio a una longitud de onda 880 nm(TRIAD
Multimode Detector, Dynex, USAl.os valores de absorbanaa interpolaron eana curva
patronobtenida a partir de un nimero déulas de SchwanrconocidasLa dstribucion

celular yorientacion de las céls en los soporteseevalw cualitativamentesn el dia 14

con un trazador celulgivybrant™ CFDA SE Thermo Fisher Scientifioialtham, MA,

USA), siguiendo las especificaciones del fabricante. Los ensayos fueron realizados por

triplicada.

-Proliferacion y diferenciacion de células hASC

Para estudiar la proliferacion y diferenciacién de células hASC se escogioé uno de los cinco
soportes elaborados, el soporte P8ta seleccion se hizeniendo en cuenta lossultados

de las pruebas mecémis y los ensayos dgtotoxicidady de proliferacionde lascélulas
primariasde SchwannEn muestrag8 mm '], 2 mm [H]) de la zona U de soportes P3 se
sembraror2 x 10" hASC. Después de la siembrias muestrase dividieron erun grupo

control y un grupo incubado con medio de inducdérélulas de Schwaril grupo control
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se incubd (5% Cg 37 ) con DMEM suplementado con SFEB)% durante 14 dias
cambiando medio cada tercer diagHipotratadose incub6 (5% C¢) 37 ) con DMEM

sud e me nt a-thercamtoetanol@ mM (medio de preinduccidon de células de Schwann)
durante 24 hluego de retirael mediq las células se lavaron con PBS y se incubaron (5%
COz, 37%€) con medio de induccion de células de Schw(&i El medio de induccion se
cambié cada tres dias y la proliferac&mevalu@los 1, 7 y 14 diagVybrant® MTT cell

proliferation kit, ThermFisher Scientificl.os ensayoserealizaon por triplicado.

5.2.4.4.3. Evaluacion inmunohistoquimica de soportes sembrados con células de
Schwann

Muestras representativas de los soportes sembrados con células de Schwann primarias
(2x1®/ cn?) e incubados durante 14 dias se fijaron con paraformaldehido al 4%4{pH 7

U cC; 24 h), se | avaron con PBS, osshemqueses hi dr at
seccionaron (6 e&m), se desparafinarmoa (60 UC
se realizé utilizando una solucion desenmascaradora de antigeno durante 30 min. Las
muestras se incubaron individualmente con anticuerpo rabbit polyt@ahtibody S100b

(1:50) (Thermo Fisher Scientificwaltham, MA, USA)y rabbit polyclonalgG antibody

p75'TR (1: 250) (BioLegend San Diego, CA, USApurante 1h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavaron tres veces y se procefdeatastain® ABC Kitperoxidasa,

Rabbit IgG,Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA, USgiyuiendo las indicaciones del

fabricante. Los antigenos se detectaron usando el sudiiatmobencidingdDAB) (Vector

Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA)las muestras se tifileron con hematoxilina. Las

laminas se observaron en un microscopio ophitkan ECLIPSE 55i, Nikon, Tokio, Japon).
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5.2.4.4.4. Evaluacion por inmunofluorescencia de los soportes sembrados con
células hASC

Los cultivos dhASCen los soportes Raultivados sin 0 con medio de inducciotescritos

en 5.2.4.42 se evaluarompara determinar su diferenciacion a células similares a Schwann
siguiendo metodologidescrita(88). En el dia 14 de cultivo losoportesP3 cultivados con

las célulasefijaron con paraformadehido 4% por 24delavarontresveces con PB$ se
permeabilizeoncon 0.1% de tritd X-100 en PBS por 20 mibespués dava nuevamente

con PBS las muestras d@loquearorcon 1% BSA en PBSxipor 60 min selavaron tres
vecesy seincubaoncon rabbit polyclonalgG antibody S100b (1:50) ern2% de BSA (toda

la noche, 4°C)Al siguiente dia, las muestrasiaeaontresvecescon PBS seincubaon (60

min) con Goat antRabbit IgG (H+L) CrossAdsorbed Secondary Antibody, Texas Red
(4ug/mL), se lavarorires vecegon PBSy se incubarot on DAP | (ddmicdvhp (406, 6
2-phenylindole) para tefiir los nucleos celulaf@sspués de lar tresveces con PBS, los
soportes fueron observadosn un microscopio invertido (Eclipse TS100, Nikon, Tak

Japn).

5.3.Metodologia objetivo3: Evaluar la biocompatibilidadde los conductos desarrollados
como injerto de nervio periférico en un modelo murino de lesion critica de nervio ciatico.

5.3.1. Disefio experimentalanimal

El propdsito dekstudio preclinicdue determinar si los conductos desarrollagosmovian

la regeneracion de nervio ciatico. El nimero de animales se establecio teniendo en cuenta las
3R’s (reduccion, refinamiento y reemplazo) y el minimo necesario de ejemplares para que
los resultadogueranfiables y significativos para las pruebas de ef&cacseguridad de
dispositivos de esta naturaleza. Los animales utilizados fueron manipulados siguiendo las
directrices ARRIVE del Centro Nacional para el Reemplazo, Refinamiento y Reduccion de

Animales en Investigaci6(89). El protocdo fue aprobado por el Comité de Etica de la
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Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia (L&0105). Todos los
procedimientos quirdrgicos fueron realizados por un cirujano plastico, el seguimiento clinico
y sacrificio de los animales sesalizé con apoyo de médicos veterinari@n este

experimento solamente se evaluaron conductos elaborados con los soportes P3.

-Técnica quirargica

Veintiunaratas macho Wistar adultas (12 semanas;-380gg)se dividieroren 3 grupos de

7 individuos cda uno. Cada animak anestesifinyeccién peritoneal de ketamina, 70 mg /

kg; xilazina, 10 mg / kg) y al azar se eligié un muslo, se afeitd y se limpio con etanol (70%)
Bajo magnificacidbnse hizouna incisién cutanea sin afectar los muscuyomediante
maniobras de divulsion en sentido de las fibras musculares se separaron cuidadosamente los
tejidos conectivos adyacentes para individualizar el nervio ciatico sin comprometer su
irrigacion sanguineeDespués de expuestel, nervio ciatico se seamd para extraer un
segmento de 10 mm (cada segmento de nervio para la reseccion fue medido con un molde de
10 mm para evitar errores de medicion entre grugdsa vez creado el defecto, se hicieron

los siguientegratamientos quirdrgicos:

Tratamiento |: El segmento de nervio ciatico fue reemplazado peoetiuctoelaborado
enrollandcel soporte P3 prehumedecidorantel5 min con PBS

Tratamiento Il : El segmento del nerviciatico fue cortadoe invertido y reimplantado
(autoinjerto).

Tratamiento lll: El nervio ciatico lesionadose dej6 sanar por segunda intencion,
permitiendo la retraccién natural del nervio despuésedizar ¢ corte y reseccion del

fragmento nervioso.
En lostratamientod y Il, los mufiones distal y proximal y el condu@iteronposicionados

realizando una neurorrafia con adhesivo de fibrina (Tissel, Bgaer)dos puntosle sutura

epineural de punta redonda (ethile@)9Posteriormente, en todos los grugo®erimentales
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se procedi6 al cierre de la herida quirargica aproximando los bordes musclan@sgdo
la piel conPGA reabsorbible 3.0F{gura 10).

-Postquirargico

Los animales se mantuvieron en jaulas individuales con calefaccién, alimento gdagua
libitum haga la recuperacion completa de la anestd%sa controlar el dolorse inyectd
tramadol (5 mg/g) por via subcutanea durante las primeras Rdirante el tiempo de
recuperacion y el seguimiento clinico se verifiptla heridano presentaraehiscena o
infeccion. La evaluacion del dolor, el estrés y disconfort producidos por el procedimiento
quirdrgico sehizo siguiendoguias publicadag90). También se evaluaron los signos
descritos en la Guia del Consejo Nacional de Investigacion para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratori(®1). El seguimiento clinico fue realizado por médicos veterinarios.

Doce semanas después de la cirugia los animales fueron sacrificados.
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Figura 10. Experimento animalA. Diagrama representativo de la organizacion de los grupos
experimentales y tratamientos realizaddsimagen frontatlel conductd®3injertado(grupo I). C.
Imagen lateral del injerto del conducto P3 que muestra el pergatura simplentre el conducto y

el mufion nerviosoD. Imagen del atoinjerto @grupo Il) que destaca loguntos de sutura (flechas
blancas)E. Imagendel fragmento nerviosesecado (grupo Il)
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5.3.2. Evaluacion de la funcion motoradel tejido nerviosoreparado

La funcion motora se evalud a través del ensayo de patron de marcha en las semanas 4, 8y
12 paracalcula el indice funcional ciético (SFI). Las extremidades inferiores injertadas (E,
experimento) y del lad@ontralateralno tratado (N, normales) de cada animal fueron
sumergidas en tinta negra no toxiteego,las ratas fueron colocadas en una pista para
camnar y las huellas fueron registradas en papel realizando dos lecturas por cada animal. El
registro de las huellas fue digitalizaddayimagen digital senidié6 usando el programa
ImageJ. Se midieron las distancestreel talony la punta del tercer dedgongitud de
impresion (PLPrint Length)), primerg/ quinto dedo (extension del dedo del pie (TS, Toe
Spread))y cuarto al segundo dedo (extension del dedo intermedio Ifhif&@mediaryToe

Spread)). El SFI se calcul6 de acuerdo con la siguiente ey @&

000000 O"YY0 "YY 0"0"Y¥ OYY

P FT5 P™Tavy PP T Eovy

El SFI es 0 parbbs animales no lesionados 300 después de la seccion completa del nervio
ciatico.

5.3.3. Evaluaciénde los nervios regenerados

Una vezsacrificados los animales, se realizaros $iguientesandlisis relacion de masa
muscular, evaluacion histoldgica cualitativa del masculo gastrocnemio, densidad axonal,
diametro ygrosorde la vaina de mielina

5.3.3.1. Relacion de masa muscular y evaluaciohistolégicadel masculo

En todos los grupos se disecciond el musculo gastrocnemio para evaluar la relacion de la

masa muscular del lado lesionado (Wi) y del lado contralateral sano ((@8wnusculs
gastrocnemio diseccionasi@e fijaron con paraformaldehido (4%, 24 h) y después de
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eliminar el exceso de paraformaldehido con papel Whatman®, se peasateterminda
relacion Wi / Wh(93).

Para la evaluacion histologica de la atrofia muscular, se cortaron fragmentos del musculo
gastrocnemio 8 mm), se deshidrataron usando concentraciones ascendentes de etanol

(20% 100%) y xileno Las muestrasesincluyeron en parafinalgs bloquese procesaron

con un micr-tomo par a o0 b tuegodaesparafiarcomlorf r ans v e
xileno y concentraciones descendentes de etanol las laminas se tifieron con Tricromico de

Masson. Las seccionee observaron bajo el microscopio 6ptico (Olympus BX51).

5.3.3.2. Andlisis histomorfométrico de los nervios (énsidad axonal, didmetro y

espesor de la vaina de mielina

Para el analisis histomorfométrico, los nervios se fijaron con glutarald@8id@®4 h) y las

areas del nervio cercanas al sitio de coaptacion distal se cortaron transversalmente en
secciones delgadas (1mm). El nervio contralateral no lesionado sirvio como control del
nervio normal. Las secciones se fijaron con tetroxido de oo 2 h), se deshidrataron,

se embebieron en resina Epon y los blogues se procesaron para obtener seccidinas semi

de 1 em de espesor gue se t9)las imagenescel a z ul
capturaron en una magnificaciéon de 2QGe digitalizaron y analizaron con el programa

ImageJ evaluado en cada grupo la densidad axonal, el diametro de los axones y el grosor de

la vaina de nelina. En cada muestra evaluada, se hicieron 3 cortezdadadistal del nervio

y en cada uno de ellos se contaron y midieldtal de axongsn? presentesn todo el

campo visualEl conteose realizdor triplicado Figura 11).

Adicionalmente, los nervios elegidos al azar de cada grupo se fijaron con paraformaldehido
(4%), se lavaron, se incrustaron en Cryomdtikhermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA), se congelaron y se cortaron longitudinalmenten(® con un criostatd.as muestras

se observarononmicroscopialefluoresceria (100x) (Olympus BX51) a una longitud de
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onda de 495 nnpara visualizar la disposicion longitudinal de las fibras de los axones

reparados.

Figura 11. Analisis histomorfométricoLa imagen presenta un corte de la zona distal del nervio
ciatico después de 12 semardss realizad la cirugia Se muestran los ares numerados que se
contaronconel programa ImageJ.

5.3.4. Consideraciones éticas del manejo animal y residuos bioldgicos

En el planteamiento de este proyecto se minimizé al maximo el numero de animales que se
usaron como fuente de las células de Schwann y en el experimento animal. Para la obtencion
delascélulas de Schwann, se emplearon 2 camadas de 6 ratones ICR dé2 desetiad

segun lo descrito en los protocolos establecidos en capitulo 5 "Primary Schwann Cell
Cultures™ del libro "Protocols for Neural Cell Cult{f9). El sacrificio de los animalgsara

este estudiofue realizado por médicos veterinarios siguiendo las recomendaciones
establecidas por la Sociedad Americana de Médicos Veterinarios en el reporte de eutanasia
"Report of the AVMA Panel on Eutanasigb).
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5.3.5. Anélisis estadistico

Todos los ensayas vitro se hicierorpor triplicado o 5 veces dependiendo del experimento,

de manera controlada y en unidades experimentales aleatorizadas. Para el ensayo
experimental animake realiz6 un experimento controlado, aleatorizado y en paralelo, con
un grupo de exposicion y dosugios control (tratamiento estandar (autoinjerto) y sin
tratamiento)Los datocuantitativosse muestran como la media + la desviacion estandar. Se
utilizé una prueba ANOVA de una via para evaluar las diferenciadestyeuposlas cuales

fueron signifcativas cuando p <0.05 o p<0.01, se empled el programa OriginLab para los

analisis estadisticos.
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6. Resultados

6.1. Resultados objetivo especifico Elaborar conductos de colageno tipo | con dos fases
de diferente orientacion de pofanidireccional y multidireccional) y estructura tubular
plegable.

6.1.1. Apariencia macroscépica de los soportes

En la fase inicial de este proyectoetaboraon 6 prototipos de soportes laminares bifasicos
de colageno tipo denominadoNC, P1, P2, P3, P4 5. La apariencia de estos se evalud
con ayuda de un eseeiscopio. En l&Figura 12 semuestra una imagen representatieh
prototipo P3y del conducto que resulta de su plegamie8®observa usoporte laminar
constituido por dos zonas continw@s diferentes orientaciones de poreg(ra 12 A). El
soporte humedecido c@MEM se plegd de la zona U a la zona M para obtener un conducto
gue en su interior contiene matriz con canales aparentemeidieeccionales y con un
diametro aproximado de 2 mrRigura 12 B). La longitud del conducto obtenido al plegar

el soporte (2 cr) fue aproximadamente 4 dffsigura 12 C).

Figura 12. Evaluacién macroscopica de un soporte laminar bifasicoldgeno tipo | y el conducto
gue resulta de su plegamienfo.Imagen estereoscoépica del soporte B3magen transversal del
conducto elaborado con P3 humedecido con DMEMmagen completa de un conducto elaborado
al plegar una soporte de 2 €rmizona M; flecha vertical: zona U.

75



Aunque en l&igura 12 se muestra un soporte laminar bifasico circular, en este se trabajo se
elaboraronsoportesaminares bifasicos con areas 10 cn¥, los cuals se cortarorpara
obtener losoportes requeridos para cada experiment®idpara 13 A presentain soporte
bifasico de 1 cm. En lasFiguras 13B-D se muestra la secuencia de imagenes del
plegamiento del soporte humedeci#sde la zona U a la zong ki como, lael conducto
resultanteEn la Figural3 E se observan conductos elaborados con diametros diferentes.

Figura 13. Soporte bifasico laminar de colageno tipo | y formacién de un conducto neiidxo.
Secuencia del plegamiento del sopdgeConductos enrollados con didmetros diferentes.

6.2.Resultados djetivo especifico 2: Determinar las propiedades sftoquimicas,
microestructurales, mecanicas y biolégicas de los conductos desarrollados.

En esta seccién se presentan los resultados de la caracterizacion de los seis prototipos de
soportes bifasicos que se desarrollaron. También, la caracterizacion mecénica de los
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conductos elaborados con estos soportes y la evaluacion bioldgiteo del conducto
elaborado con el soporte P3.

6.2.1. Evaluacion microestructural de los soportes elaborados

6.2.1.1. Apariencia microestructural de los soportes por rncroscopia electronica

de barrido (ESEM)

La determinacion de las caracteristicas microestructurales de los soportes se hizo con el fin
de demostrar la orientacion de los poros y/o canales que se formaFaguiaal4 muestra
imagenes ESEM representativas de las zonas U y tddibslos soportesLassecciones
longitudinales evidenciaron claramente faesencia de doszonas continuas con
direccionalidades diferentéd y M), asi como, la interfase formada entre glikigura 14

A). Los cortestransversalegonfirman la existencia de dos zonas con poros orientados
diferencialmente y la interfase de las @Bgura 14 B). Todas las secciones transversales

de los soportes presentaron poros bien definidos en la zona U, aparentemente, de mayor
tamafio que los da$ zonas M. Esta Ultimeona aparentemente es mas densa y compacta
que la zona WFigura 14 B). La vista ampliada de las secciones transversales de la zona M
de todos los soportes mostrd poraterogénas, con interconectivad y tamafio de poro
variable(Figura 14 C). La vista ampliada de las zonas U mostré poros mas honugjque

los observados en la zona (Migura 14 D). Las zonas U de todos los soportes evaluados
mostraron la formacién dmanales continuog paralelos entre ¢Figura 14 E).
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Figura 14. Microscopia electronica de barrido de los soportes laminares bifagicaSorte
longitudinal de los soportes que muestra una zona unidireccional y una multidireccional continuas,
con una interfase entre ellas (flecha blanBaforte transversal del soporte, la flecha blanca sefiala
ala zona U y la flecha negra sefiala a leazdnC. Magnificacion del corte transversal la zona M.

D. Magnificacién del corte transversal de la zong&EUMagnificacion del corte longitudinal de la

zona U.NC: soporte no entrecruzad®l-P5: soportes entrecruzados con glutaraldehido.
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6.2.1.2. Tamafio de poro y porosidad

El tamafio de poro ha porosidadde los soportes impactan su interaccion con las cékias

este trabajo el tamafio de poro se evalu6 solamente en los soportes entrecruzados, debido a
la baja estabilidad estructural de los soportesntieeeruzados (NC). L&igura 15 indica

que la dispersion del tamafio de poro fue mayor en las zonas M que en las zotasod de

los soportesEl rango de valores para el tamafio de poro de las zodagddos losoportes

fuede 100 @onGropfomedimde 28 N 1 gF@uraslfmA), mientras que el

rango de la zona de todos los soportdssue de 100 a 400 enBxcon wun
1 0 0 (Fagara 15B). Ademas, las diferencias entre el tamafio promedio de los poros de las

zonas M y Uueron significativas (p =.00269 x 1¢F).

A Zona multidireccional B Zona unidireccional
0.010 T T T T T T 0.010

0.008 0.008

0.006 0.006 -

0.004 0.004

0.002

Frecuencia relativa
Frecuencia relativa

0.002

0.000 +——
o 100

200 300 400 500 600 70O 80O 0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tamafo de poro (um) Tamaio de poro (um)

Figura 15. Distribucion del tamafio de porA. Zona multidireccionalB. Zona unidireccionalP1-
P5: soportes entrecruzados con glutaraldehido.

La Figura 16 presenta los datos dedaterminacion de lporosidadlLas dos zonas de los
soportes son muy porosas, sin embargo, la porosidad, aunque no significativamente diferente,
fue mayor en las zonas M (> 90%) que en las zonas U (> 80%). La porosidad no se vio
afectada por la concentraai del agententrecruzantg fue similar en todos los prototipos
NC-P1-P5.
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Figura 16. Porosidad de los soportes bidimensionales de colageno figonhuestra un Diagrama
Boxplot elaborado con los datos de la porosidad encontrada en las zonas multidireccional y
unidireccional de los soportddC: soporte no entrecruzad®l-P5: soportes entrecruzados.

6.2.2. Propiedades fisicoquimicas de los soportes desaltados

6.2.2.1. FTIR de los soportes desarrollados

Los espectros infrarrojos de todos los sopa@xésbieronsenales caracteristicas del colageno

tipo | tanto en las zonas M como en las zonakigufa 17 A y B), lo cual,confirma queel

proceso ddabricacion de los soportes no desnaturadizaoladgeno nativo. Los picos de
absorbancia observados en los sogosten similares a los espectros del colageno nativo

usado como control (Cl.as bandas detectadasl@es espectros infrarrojos fueron: amila

(estiramiento NH) en 3334 ¢t (zonas M) y en 3307 ci(zonas U); amidd (estiramiento

C=0) en & (znasOM) g 654 cm (zonas U); amiddl (estiramiento CN,
combinaci-n de f | &fgonasnM) W51 crh (zodas B)5 amiddl m
(estiramiento CN, fl exi - nphth,ambaszoras. Ranelent o

contrario, el espectro infrafjodel colageno desnaturalizado (gelatina) fue diferente.
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Figura 17. Espectro FTIR de los soportes de colageno elaborAd&spectros FTIR de la zona M.
B. Espectros FTIR de la zona P1-P5: soportes entrecruzadd3. colageno nativoG: gelatina

6.2.2.2 Porcentaje deentrecruzamiento, glutaraldehido residual y degradacion de los soportes.

El entrecruzamiento de las fibras de colageno de los soportes es mediado por las reacciones
entre sus grupos amino librey los grupes cabonilo del glutaraldehido. Por eseste
parametro disminuye al aumentar losgrupos amino libre en el soporte (96). La
determinacion del porcentaje de entrecruzamientmslesdportes se hizo indirectamente,
cuantificanddos grupos amino libregresentegn cada soporte. Smcontréque las zonas

U (elaborads con 5mg/yde los soporteB1 y P2ntrecruzados con glutaraldehido al 0.02%

viv y 0.04% v/y respectivamente, twtionmayor porcentaje de entrecruzamiento que las

zonas M elaboradas con 8mg/g y entrecruzadas con las mismas concentraciones de
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glutaraldelfido (p <0.05) fFigura 18 A). Cuando se utilizd glutaraldehidb 0.06, 0.08 y
0.1% v/iv (P3P5), no hubo diferencias significativas entre los porcentajes de
entrecruzamiento de las zonas U y M de los soporte® @5).La comparacion dias zonas

U o de las zonas Mle los soportes de logprototipos P35 no mostrodiferencias
significativasentre ellas (p > 0.05). El porcentaje de entrecruzamiertsa®nas U y M de
estos soportesie superioal 80%.

En los soportes entrecruzados se determinglghraldelido residualdebido a que el
glutaraldehido puede sgtotoxico. Se encontro que los residuos de glutaraldehich@nta

al incrementala concentraciorempleada para el entrecruzamientn.l& zonas M de los
soportesP1l y P2 no se detegbn residuos del agente entrecruzasite embargogen los
soportes d los prototipo$3-P5se obsery que el glutaraldehidaesiduafue mayoren las
zonas U que en las zonas Nb obstantecuando se encontraron residuos de este compuesto
suconcentracioriue menor a 6.0x1®mg de glutaraldello/mg de soportéFigura 18 B).

Un conducto injertado en un nervio periférico seccionado debe ser biodegradable para que
pueda ser remplazado por tejido nervioso sintetizathoday para que no induzca reaccion

a cuerpo extrafi@l4). LasFiguras 18 C y Dmuestran el porcentaje de degradacion de las
zonas M y U ddos soportes de los prototipos desarrolladl@s.dos zonas de losoportes

NC se degradaron completamente después de 24 h de digestion enz@oatiGaiamente,

los soportes P1 y P2 fueron mas resisteggegue sus zonas la zona U de losoportes
P1solose degradaron totalmente a los 30 dias.oftentaje de degradaciéon de la zona M

de los soportes PB5 en el dia 30 fue de 65 %8Py 45% (P4P5) y la degradacién de la

zona U fue de 50% (P3) y 45% @P%). En general, los datos indican que las zonas U de los
soportes P®5 se degradaron menoseglas zonas Ma los 30 diagsademas, que esta

degradacion dismingcuando la concentracion de agente entrecruzante aament
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Figura 18. Porcentaje dentrecruzamientalutaraldehideesidual y degradacion de los soporfes.
Porcentaje de entrecruzamienB.Glutaraldehido residuaCC. Degradacion de los soportes en la
zona M.D. Degradacion de los soportes en la zona U. Diferencias significapw®05; **p<0.01;
n.s.: p>0.05.

6.2.2.3. Capacidad de sorcién de agua, hinchamient@ngulo de contactg/ potencial Z.

Cuando los conductos para regeneracion nerviosa guiada se utilizan como injerto, interactiian

con el ambiente acuoso de los tejidos. Por eso, es importante detesudingy liquido

sorben, su hinchamiento y su angulo de contéiet) También, es imptante conocer la

carga eléctrica de la superficie porque ella impacta la adhesion de las células a las fibras del

soporte que forma el condudi®3). La Tabla 3 muestra los resultados dedaaluacion de

la capacidad de sorcién de liquido, hinchamiento, angulo de contacto y potencia) deta (
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las zonas M y Ude todoslos soportes. La capacidad de sorcién de liquido fue
significativamente mayor (p&05)enlas zonas M quenlas zonas Wletodos los soportes
también fue mayoren los soportes entrecruzad@B1-P5 que en los soportesno
entrecuzadogNC). Este parametro no varié con la concentracion de glutaraldehido porque
no hubo diferencias significativas ¢ 0.05) entre los soportes #25. El porcentaje de
hinchamiento de los soportes-P% en ambas zonas fue maygoe en los soportes NCno

se presentaron diferencias significativas entre las zonas Mg Ids soporte®1-P5. La
evaluacion del angulo de contacto mostro valores superioreseari@®fiores a 9Q°No se

encontrarordiferencias significativa > 0.05)entre las zonas My de los soportes.

Tabla 3. Capacidad de sorcién de liquido, hinchamiento, &ngulo de contacto y potencia) feta (

los soportes NC y PR5 (zonas M y U).
Zona Multidirec cional

NC | P1 | P2 | P3 | P4 ' P5 \
Capacidad de 2288.2433.3 5803.6¢210.1 5662.2340.0 5184.%200.1 5688.%118.9 5035.¢213.0
sorcién de liquido
(%) *
Hinchamiento 39.9t9.9 108.@t5.1 115.6:£10.0 109.1#9.6 103.8:3.7 108.1816.85
(%)
Angulo de 63.9t4.8 53.4:0.9 62.3t9.6 76.5:6.6 70.04:6.3 72.3G:7.9
contacto
PotencialZ (mV) 9.5+1.0 7.0£1.9 0.8+2.0 -0.8£1.0 -0.1+£1.2 -1.3£1.6

Zona Unidireccional

NC | P1 | P2 | P3 | P4 | P5
Capacidad de 20.3t4.3 56.0t5.6 62.145.2 60.9t4.9 61.8t5.8 60.1+7.9
sorcién de liquido
(%) *
Hinchamiento (%) 31.2+8.2 94.2t12.0 111.3:11.1 96.5t11.6 115.#10.1 99.1+7.9
*
Angulo de 62.9:9.1 50.0t9.2 76.5812.16 73.3t9.7 81.748.6 72.3t6.8
contacto
Potencial Z (mV)  9.8+0.3 8.3+0.7 1.3+x2.0 1.1+1.0 3.8+1.2 1.3+0.6

*No hay diferencias significativas (p> 0.05) entre las zonas M dedpsrtesP1l a P5 y entre las
zonas Wde los soportes PRS.

El p ot e ngcen antbas @ands ae Ids soportes NC fue significativamente mayor (p <
0.05) que en los soportes entrecruzadoslo8 soportes entrecruzadadesparametro fue

mayor en las zonas M y U de P1 que en los soportes P2, P3, P4 y P5. Los valores negativos
solo se observaron en las zonas M dd°B3y no hubo diferencias significativas entre ellas

(p > 0.05). En lzona Mdelos soportes RP5 el potencial Z fue significativamente menor
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que en la zona U (p <0.05). En general el potencial Z dismidugl aumentarel

entrecruzamiento de los soportes.

6.2.3. Propiedades mecénicas de los conductos desarrollados

La evaluacion de los experimentos de tensiéformacion en el ensayo de traccion realizado
con los conductos preparadmmlos soportes RP5, indicd que el modulo elastico (modulo
de Young) aumental aumentael entrecruzamiento de los soportes. Ldenes del modulo

de Youngde los soporte8IC (0.027MP3a), P1(0.064MP3a y P2 0.230MP3a) no fueron
significativamente diferentes (p > 0.05) mientras que los médulos de.43¥ MPa), P4
(0.876MP3) y P5(0.983 MPafueron significativamente (p > 0.05) mayores que losl@g
P1ly P2Figura 19).
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Figura 19. Médulo elastico de los conductos desarrolladdigerencias significativas*p<0.05;
**p<0.01; n.s.: p>0.05.
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6.2.4. Evaluacion bioldgicain vitro de los soportes desarrollados

6.2.4.1. Evaluacion microscoépica y caracterizacion de las células de Schwann
aisladas de nervio ciatico de ratones neonatos.

La Figura 20 muestra una imagen representativa de los cultivos primarios de células de
SchwannEn las imagenes obtenidas con microscopia de luz se observanfoéitdases
altamente refringenteg con prolongaciones en forma de agusiggra 20 A, B). En la
imagen obtenidas con microscopia de fluorescencia, claramente se apoetisas

fusiformes positivas para S100egura 20 C).

Figura 20. Células de Schwann aisladas de nervio ciatico de ratones nedndfostivo primario.
B. Subcultivo de B pasaje.C. Cultivo primario de células inmunomarcadas con anticuerpo anti
S100b.
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6.2.4.2. Aislamiento y diferenciacion de células madre adiposas humanasASC)

La caracterizacion dea$ célulasaisladas delipoaspiradoshumanos obtenidos con
consentimiento informado, mostré guemplen con los criterios minimos establecigdasa
lascélulas estromales mesenquimales multipotg®&s Los resultados de la citometria de
flujo indicaron que estas célulsan positivas alto para los marcaddz&s’3, CD90 y CD105
alto (998%; 991%; y 718%, respectivamente)positivas bajo par&€D34y CD45 (25% y
5.1%, respectivamentelrigura 21 A-E).
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Figura 21. Citometria de flujo de las células madre mesenquimales de tejido adiposo de tercer pasaje.
A.PE antiCD73 humano (positivo alto 99.898. FITC anttCD90 humano (positivo alto 99.1%).

C. PerCP/Cy5.5 amCD105 humano (positivo alto 71.8%4). APC antitCD34 humano (positivo

bajo 2.5%)E. PE / Cy7 antiCD45 humano (positivo bajo 5.1%).

En laFigura 22 se muestran los resultados de los ersaygodiferenciacion realizados con

las células provenientes de lipoaspirado humano. La evaluacién con microscopio invertido
de luz revela la presencia d&ulas fusiformsadheridas a las placas cultiigura 22 A),

qgue al ser inducidas a thferenciacion adipogéniaaxhibenvacuolas lipidicas tefiidas con
aceite rojo después de 7 dias de cul{mgura 22 B). Los cultivos incubados durante 14
dias con el kit de diferenciaci@ondrogénicdifieron positivo para azul de alcia(feigura

22 C). Adicionalmente, los cultivos inducidos a la diferenciacion osteogénica fueron
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positivos pardosfatasa alcalina al séptimo dia y evidenciaron la formacién de depdsitos de

calcio al ser tefiidos con rojo de alizarina después de 21 dias de @tijiva 22 D-E).

Figura 22. Ensayos de diferenciacién de células madre mesenquimales huh#s®&3 én cultivo.

A. Células adheridas a la superficie de poliestireno de los platos de @liS&lulas que evidencian
la formacién de vacuolas lipidicas con rojoatiegarina.C. Aglomerado celular positivo para la azul
de alcianoD. Células positivas para fosfatasa alcalina (AP )Depdsitos de calcio evidenciados a
los 21 dias de cultivo con rojo de alizarina.

6.2.4.3. Evaluacion de la citocompatibilidad: citotoxicidad, proliferacion y
diferenciacion celular.

Los ensayos deitotoxicidad, proliferacion y diferenciacion celulae realizaron para
demostrarin vitro la citocompatibilidad de los soporte€omo se menciondé en la
AMet odol o0g? ao e rmitotbxicidael dedds sopoctae -usarordia linda aelular
decélulasde SchwaniRSC96y células de Schwann primaridss células RSC96 incubadas
con los extractos dedoslos soportes mostrarguorcentajes de viabilidad superiores al 70%
(Figura 23 A). Las células de Schwann primarias incubadas con los extdackos soportes
NC y PEP3tambiénmostraron porcentajes de viabilidad superiores al, TO#ntras que las
incubadas con los extractdsP4 y Pamostrarorporcentajes de viabilidad inferiores al 60%
(Figura 23 B).
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Con el fin de determinar si lalulas Schwann primariae adherian y proliferaban en la
zona U de los soportes se hicieron ensayos de proliferhcémesultados muestrajie &

el dia 7 de cultivo la proliferacion de las células en los soportes P1, P2 y P3 fue
significativamente mayor (p €.05) que enlos soportesP4 y P5.También que no se
encontraron diferencias significativas entre P1, P2 y B30095). El nimero deélulas en

los soportes P1, P2 y P3 no fue significativamente difeeeateimero de célulagel dia 7

(p = 0078; p = 069; p = 058, respectivamentegn el dia 14Ademas se encontraron
diferencias significativas eel nUmero de células des soportes P4 y R los diag y 14
(Figura 23 C).

Debido a que el conducto que se injerta en una lesién de nervio periférico debe ser reconocido
por células madre mesenquimalepresentes en el sitio de la lesiérpara adherse,
proliferar y diferenciarse se evaluproliferacion dd/ASC sembradasn el soporte P8n
ausencia o presencial aieedio de induccion de células de Schwdste soporte se escogio
porquefue el Unico que estaba parcialmente degradado a los 39 pléagueen los ensayos
de citotoxicidad la viabilidade las célulaRSC96 ydelas células de Schwann primarias fue
mayor al 70%. La proliferacion de hASC primarias fue significativamente maya®.(Qbx
en los cultivos incubadoson el medio de induccién de células de Schwannequis
cultivos incubados sin este medid.comparar el nimero deASC cultivadascon el medio
de induccidéren los dias del ensayo, se encontré quefestsignificativamented = 19 x
10°) mayor erel dia 14que en los dia3 y 7 (Figura 23 D).
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Figura 23. Evaluacion de la citocompatibilidad de los soporfesPorcentaje de viabilidad celular

de la linea celular RSC9®. Porcentaje de viabilidad de las células de Schwann prim&ias.
Proliferacion de células de Schwann primarias en soporté¥.F. Proliferacion de las células

hASC en los soportes PRiferencias significativas: *p < 0.05; **p < 0.01. Diferencias no
significativas (n.s): p > 0.05.

6.2.4.4. Inmunohistoquimica de los soportes cultivados con células de Schwann
primarias y hASC.

Células de Schwann primariasmarcadas con éstesuccinimidilico de diacetato
decarboxifluorescein@CFDA) sesembraon en las zonas U de Iasoportes P1P2, P3, P4
y P5 para evaluar sise adherian a las fibras unidireccionalessu orientacion.
Adicionalmente, se tifieron cultivos con anticuerpos &m00b y p75™. La observacion

con microscopia de fluorescencia de las células marcadas con CFDA mostré la presencia de

90



célulasadheridas las fibras de colagetipo | orientada®n la misma direccién de las fibras
del soporte El andlisisnmunohistoquhico demostré que las células sembraglgeresarnos
marcadores S100b y p¥® (Figura 24).

CFDA

S100b

p75NTR

A
50 pm

Figura 24. Microscopia de fluorescencia y evaluacion inmunohistoquidgdas cultivos de células

de Schwann en lo soportes-P4. Se observan células marcadas cahoxifluoresceina diacetato
succinimidil ester (CFDA), las flechas indican la orientacion de las células adheridas a las fibras del
soporte. La tincién con agtierpos anti S100b y PY5 muestra que las células de Schwann
conservan el fenotipo. Las flechas blancas sefialan células de Schwann; las flechas negras, sefiala a
las fibras de colageno.

En laFigura 25 se observan IasASC cultivadas con o sin medio aeluccion de Schwann

y tefiidas con DAPI y anticuer@mt-S100b. Las hASC cultivadas en DMEM fueron S100b
negativas, mientras que las cultivadas en el medio de induccion de Schwann fueron S100b
positivas lo cual,indica su diferenciacioa células similare a SchwannLa alineacion de
lascélulas a lo largo de las fibras unidireccionales de colagelsoporte P&s evidente en

los cultivos incubados con el medio de induccién
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DAPI S100b Merge

hASC
No diferenciadas

hASC
Diferenciadas

Figura 25. Células hASCcultivadas en los soportes B8-C. Imadgenes de los soportes con hASC
incubadas con DMEM y sin medio de induccién a células de SchiwaBnimagenes de células
cultivadas con medio de induccién a células de Schwar. Tincién de nlcleos con DAPR, E.
Inmunodeteccion de células marcadas con anticuerpo anti S10BbCombinacién DAPI/S100b.
Las flechas blancas en E sefialan células adheridas a las fibras del soporte.

6.3. Resultados objetivo 3:Evaluar la biocompatibilidad de los conductos desarrollados

como injerto de nervio periférico en un modelo murino de lesion critica de nervio ciatico.

6.3.1. Experimento animal

Después de desarrollar y caracterizar los soportes y evaluar la citocompatiddidad
conducto elaborado con el soporte P3, se procedié a evaluar su seguridad y eficacia en un
modelo murino de lesion de nervio ciatiebcual,se credurante el desarrollo de eséss.

Este soporte se escogio para realizar el conducto porque, eonemsion0 antes de describir

los resultados de la evaluacion de la actividad bioldgica, fue el que presentd las mejores
caracteristicas fisicoquimicas, mecénicas y biolégitcagro. A continuacién, se describen

los resultados del experimento animal.
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6.3.1.1 Resultados postquirdrgicos

Durante el seguimiento clinico de los animales intervenidose revidenarondehiscencias
de las heridas ni signos de infeccion postdgica. Las neurorrafias se realizaron sin
inconvenientes técnicos y los conductos permitieron su enrollamiento, manejo,

posicionamiento y sutura en el sitio de la lesion.

6.3.1.2Recuperacion de la furion motora (indice funcional ciatico-SFI)

Para evaluar cuantitativamente la recuperacién del movimiento locgnsetarlculé el

indice funcional ciatico (SFI)lodos los animales intervenidos tenian flexion y contractura

de los dedos del pie del miemhintervenido, esta contractura fue mas notoria en las ratas
lesionadas y no injertadas. E&gura 26 muestra una imagen representativa de las huellas
plantares de los animales registradas a las 4, 8 y 12 sedempags de realizada la cirugia.

Se puede observar la similitud entre la huella plantar del animal autoinjertado y el que fue
injertado con el conducto elaborado con el soportédBBque los animales injertados con

el conducto P3 no extendieron completame el dedo del pie, mostraron menos contractura

y un aumento en la extension de los dedos similar a lo observado en el grupo de autoinjerto

alas 8 y 12 semanas después de la cirugia.
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Figura 26. Huellas plantaresA. Extremidad contralateral sin intenir (usada como controlfg.
Autoinjerto.C. Injerto de conducto P®. Cicatrizacion por segunda intencion.

El SFI no se determiné en las dos primeras semanas porque los animales no podian extender
los dedos de los pies. Los valores de SFI a lasB4sgmanas fueron significativamente

menores (p <05) para los animales lesionados no injertados que para los animales
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autoinjertados e injertados con BB) embargono se observaron diferencias significativas
entre estos dos ultimos grupos (p.618).En la semana 12, se observd una recuperacion
parcial de la funcion locomotora en los dos grupos injertados, que no fue significativamente
diferente (p = ®99). La mayoria de los animales lesionados no injertados realizaron
autotomia en dos o méas dedodeesemana 1;20r esq el SFI de este grupo no se determind
después de la semanaR8gura 27).

e Aut'oinjerto .
4- Conducto P3
—&- No injertado

-40 .

-60 -
] R : ]
i c
—_——— 4
-80 - 1 -

:
_ ) . ]
. !
100 - — -
=

T it T

. v
4 8 12
Semanas

indice Funcional Sciatico (IFS)

Figura 27. indice funcional ciaticovalores correspondientes a los tres grupos evaluados. Diferencias
significativas: *p < 0.05; Diferencias no significativas: n.s. p > 0.05.

6.3.1.3.Caracteristicas clinicas de las lesiones nerviosas reparadas

Doce semanas después de la cirugia los anireakcrificaon para evaluar la reparacion
del nervio ciaticoEn el auotinjertda sutura fue reabsorbidse obser¢ la continuidad del
nervioreparadola apariencidue similar alos caboglistal y proxinal del nervio Figura 28
A-B). En los animales injertados con el conductta®®oco se observo evidencia de sutura,
el recambiadel conducty sureemplap con tejido nervioso de diametyaparienciaimilar

al mufion distalLas caracteristicas clinicagel nervio formaddueronsimilares a las del

nervio autologo injertadd={gura 28 C-D). Como era de esperar, en las ratas no injertadas
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se observaron brotes neurales desorganizados que no alcanzaron el mufiégdist2q
E-F).

Figura 28. Observacion delervio ciatico intervenido y reparad®. Autoinjerto; las flechas indican

los puntos de la sutura epineurBl. Reparacion lesion intervenida con el autoinje@o.Lesion

injertada con el conducto PB. Reparacion lesién injertada conoeinducto P3E. Nervio ciatico
reseccionado del animal no trataBoReparacion lesion no injertada; las lineas punteadas delimitan

los brotes axonales desorganizados no regenerados. Las imagenes de las zonas reaparadas fueron
tomadas doce semanas despte la cirugia.
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6.3.1.4 Andlisis histomorfométrico de los nervios

Para ehnalisis histoldgicge usaron cortes de la zona distdbdenerviogeparadosletodos

los animales (grupos |, 11 y Ill). @no control sencluyé el nervio sande una extremidad
contralateraho intervenié Enlos cortes denervio sanse encontraroaxones mielinizados
uniformes con morfologia redonda y envoltura mielinica intensamente tefiida de azul, asi
como, pocas agrupacionesi cdtuer so de axones e n(Figura29% e s o
A). En el nervio autoinjertadse observen axones mielinizados con un didmetro
aparentemente menor que el diAmetro de los axones sandsigie#29 A. Se evidencd

mas tejido conectivo de sostgrnainas de mielina delgadas, que no parecen corresponder al
diametro del axdén, en algunos axones en proceso de mielinizacion; tamlubses@aron
agrupaciones de axones en proceso de regene(&igma 29 B). Hallazgos similares se
encontraron en el analisis dedrvio injertado con el conducto Pén el quesedetectaron
axones mielinizados de diametneediano y pequefio, agrupados en pequefios haces y
distribuidos a lo largo del corte transversal del nelSin embargo, easte casta asimetria

de los axones fue mayor glaesimetria encontradan el nervicautoinjertaddFigura 29 C).

En el nervio seccionadoeparado por segunda intenciée observaron pocos axones,

abundante tejido conectivo y ausencia de hdegsi@ 29 D).
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Figura 29. Evaluacion histologica de secciones transversdgel®s nervios reparadosiiidas con

azul de toluidinaA. Nervio ciatico. Flecha negra: axon simétrico; flecha roja: nacleo de una célula

de Schwann; flecha blanca: invasiones mielinicas hacia la region axonal; rectangulo rojo: axones en
proceso de regeneracioB. Nervio ciatico autoinjertado. Flecha negra: mxéielinizado con
didametro menor al de los axones del nervio sano; flecha roja: vainas de mielina delgadas en proceso
de mielinizacion; *: tejido conectivo; rectdngulo rojo: axones en proceso de regenetadiérvio

ciatico injertado con el conducto Fdecha negra: axén asimétrico, *: tejido conectivo; rectangulo

rojo: axones en proceso de mieliniacion; circulo punteado: axones dispuestos en faBcideloso

ciatico reparado por segunda intencion. Flecha negra: axones amiefiniepdp conedivo.

Se hicieron cortes longitudinales de fasciculos de fibras nervidgdss nervios sanos e
intervenidoslas cualessevisualizaon con microscopia dautofluorescencia. Las imagenes
mostrarorfibras nerviosas orientadas unidireccionalmente enrglmsano Figura 30 A)

y en el nervicautoinjertadgFigura 30 B). En el nervio injertado con el conducto P3, las
fibras también se orientaron unidireccionalmente, sin embargo, la densidad de las fibras fue

menor que en los casos anteriofégfra 30 C). En el nervio lesionado no injertacse
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observaronfibras deorganizadas y brotes axonalesentados erdiferentes direcciones
(Figura 30D).

Figura 30. Imagenes de autofluorestcia representativas de los cortes longitudinales de loeser
tratados A. Nervio periférico sano. Flechas blaacfibras longitudinales de tejido endoneurl

Nervio periférico autoinjertado. Flecha blanca: fibras densas de tejido endoneural orientadas
longitudinalmente parecidas a las del nervio s@&d\ervio injertado con el conducto P3. Flecha
blanca: fibras de tejido endoneural orientadas longitudinalmente con densidad disminuida; *: espacios
entre las fibrasD. Cabo nervioso presente en los brotes axonales de los animales no injertados: se
obseva pérdida de la estructura del tejido endoneural.

La valoracion cuantitativa realizada comedlisis histomorfométricmostré que la densidad
axonal fuesimilar en los animales sanos e injertados>(p.05). No hubo diferencias
significativas entre el autoinjerto y los animales injertados con el conducto P39993. 0
En el grupo no injertado, este parametro fue significativamente menor tpge anmales

autoinjerados(p= 0.018) yen los injertados con ebnducto P3 (p =.020) Figura 31 A).
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El didmetro de los axones en los dos grupos injertados fue similar.283),0sin embargo,

los didmetros del autoinjerto y de los nenvigrtados corP3 fueron significativamente

mas bajos que los del control sano (p.60@8 y p =1.2 x 10% respectivamente). Este
parametro fue significativamente menor en los animales no injertados que en los animales
con autoinjerto (p =.006) oinjertadoscon el conducto P3 (p =@1) Figura 31 B). El

grosor de la mielina fue similar @mimales sane®n losautoinjeradosy en los injertados

con el conducto P@® = 0709y p = 0059, respectivamenjeg/ no hubo diferencias enttes

grupos injertados (p =482). Sin embargaste grosorde significativamente menor en los
animales no ijertados que en los sanos (p 2 % 10%, autoinjerados(p = 0007) e
injertados con el conducto 3= 0001) Figura 31 C).
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Figura 31. Andlisis histomorfométricoA. Densidad de axones por rarB. Diametro de los axones.

C. Grosor de mielinaDiferencias significativas: *g 0.05; **p < 0.01. Diferencias no significativas:
n.s.: p>0.05.
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6.3.1.5Andlisis cualitativo del musculo gastrocnemio

Las secciones transversales del musculo gastrocrtEmas miembros intervenidos fueron
tefiidos con tricromico de Massgranalizadas histologicamentédura 32). En elmusculo
sano del miembro contralateral no interveredmpleado como control, se observaiamas
poligonales caracteristicas del tejidauscular Figura 32 A). Estas formas poligonales
también sevieronen el masculo de los animalastoinjertado® injertadoson el conducto
P3 sin embargo, en estos gruposesedenciopresencia de colagenooforacionazul) y
tejido adiposo (espacio datanco tabicadojFiguras 32 B, C). En el grupo no injertado se
encontrarorfibras musculares atroficas de aspecto irregular, tejeectivofibroso que

reemplaza el tejido muscular y vasos sanguirieigsifa 32 D).

Figura 32. Evaluacion histol6gica de cortes transversales del musculo gastrocieniiejido

muscular sano con células esqueléticas estriadas con morfologia hexagonal y numerosos nucleos en
color azul (flechas negras}. Tejido muscular de animales autoinjertaddsTejido muscular de
animales injertados con el conducto BB.Tejido muscular de animales no injertados. Flechas
amarillas: tejido conjuntivo fibroso.
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Como resultado de la denervacion de los musculos diana, la lesion del nervio ciatico puede
provocaratrofia muscula98). Para evaluar la atrofia muscular, establecida relacion

entrela masa muscular del musculo gastrocnemius del miembro intervegrimlonasa
muscular del musculo gastrocnemius del miembro sano contralateral. Después de pesar los
musculos fijados de los lados lesionados (Wi) y sanos (Wh), se determind la relacion Wi /
Wh. Los animales implantados con el autoinjerto tuvieron mayor masaular que los
animales injertados con P3, sin embargo, la diferencia no fue significativa.Q83).(En

los animales no injertados, esta relacion fue significativamente menor que en los animales
que recibieron el autoinjerto (p =003) y en los animak injertados con P3 (p =031)

(Figura 33).
1.2

Relacion masa muscular
gastrocnemius

Autoinjerto Conducto P3 No injertado

Figura 33. Evaluacién de atrofia muscular de masculo gastrocndReilacion de la masa muscular
de tejido del miembro intervenido sobre el miembro sano contralateral después de 12 semanas de
tratamiento. Diferencias significativaig < 0.05; n.s.: p> 0.05.
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7. Discusion

La regeneracién de las lesiones nerviosas perifédoasndasiendo un desafio para la
investigacion médicaEl autoinjerto de nervio ha sido el tratamiento estdndar para las
lesiones grandes, sin embargo, este enfoque esta limitado por la disponibilidad de nervios
autdlogos yporque puede presentarse fallo terapéutico mpselta enla pérdida de
sensibilidad y funion motora(5). Para el tratamiento deervios periféricos lesionados que,
como consecuencialdamaro de la lesion, no pueden regenerarse espontaneambate
desarrollado conductos nervioseborados con diferentes materiales que sio@no
neuroprotectores y guiaslderecimiento del cono axonal. Aunque la mayoria de estos
conductos funcicain en defectos nerviosos menores.@ecB, su uso en lesiones mas largas
es controvertidg8,19) Hoy en dia se sabe, queslisoportes con microestructura orientada
impactan la morfologia y el comportamiento de las células que crecen dentro (&8s
Trabajospublicados han demostrado que conductescolagenalastinacilindricos con
canales longitudinales en el interior promueven el crecimiento axonal di(Rpd6) Para
elaborarlos, se utiliz&Gn procedimiento de congelacion unéticional patentad(®9) que
promueve el congelamiento dedapersion de colagerslastina en forma verticdesde la
parte inferior hacia la superior del dispositivo de congelamien®ekponjas con canales
longitudinales resultantesse perforanpara extraer cilindros con cales orientados
longitudinalmente con didmetros y longitudes fijagpesar de que estos conductos ofrecen
canales unidireccionales que guian el crecimiento axonal en forma parecida a como lo hace
el autoinjerto nerviososu diametro no se puede ajustadallos mufiones intervenidos.
Cuando esto ocurrel injerto puede no funcionar causareldraca® de la intervencién

terapéutica.

En el mercado se encuentnaa laminade colageno (NeuraWra®) que envuelvdos
nervios periféricos lesionadagustandee aldiametro de los mufiones del nervio afectado
Sin embargo,por ser una envoltur@ste productocarece de microestructura interna

direccionada que guie el crecimiento axonal. Por as@ctuarcomo una interface no



constrictiva que separa al nervigilenado del ambiente tisular que lo rodezesté indicado

para direccionar la regeneracion de los axones neryih80¥

Como alternativa a los productos existentes y con el fin de superar sus limitaestaessis
propuso evaluar la hipotesis de que un sopdifédsico con una zona de poros
unidireccionalegontinua a una con poros multidireccionatspuedenrollarpara formar

un conducto con microestructura unidireccional interna cubierto por una envoltura con
microestructura multidireccionakterna; el cual, se puedpusta durante el actquirdrgico

al diametro de los mufiones del nervio en que se inj@itdalmente, seestablecié un
procedimiento para congelay con métodos diferenteyy de manera secuenciatios
dispersiones de colageno tipo lamcentraciones diferentés ifig/g y 8 mgg). Aplicando
una metodologia establecida y patentada por nuestro grupo de investigaGré), la
dispersion de menor concentracidnes@usoa un gradiente de temperatura con el fin de
congelarlalongitudinalmente- de un extremo al extremo opuesto ditpositivo de
congelamiento- para formarcristales de hielo unidireccionada@gpie sirvieran como

porégenosEl dispositivo de congelamiento empleado en el proatisefiado durante la

ejecucion deestatesis permitié que después de hacer el congelamigmittireccional de la

dispersion de colageno de menor concentracion se pudiera servir la dispersibn de mayor
concentraciéon y congelasiguiendoun procedimiento empleado por el grupmara obtener
soportes con cristales de hielo orientados en diferetitesciones. Al liofilizar las
dispersiones congeladas diferencialmente, se obtuvieron soportes bifasicwsres (10

cm?) de colageno tipo | constituidos pama zonacon porcs unidireccionags(U) adyacente

a una zonaon poros multidireccionaés(M). Con estalisefig el soportebifasicose puede

plegar desde la zona unidireccional a la multidireccional las veces que se requiera para que
el conducto coincida con el diametro de los mufiones que se quieren conectar. Debido a que
hasta el momentoingun poducto comercialiene unaestructura tridimensional adaptable

al diametro del nervio secciona@b procedimiento establecido, el soporte bifasico y el
conducto se incluyeron en una solicitud de patente presentada por la Universidad Nacional
de Colombia Sede Bogot4 a la Superintendencia de Industria y Comercio y via Patent

Cooperation Treaty (PCT).
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La evaluacion de la microestructura dedsmal de los soportes demostroé la formacion de
poros que forman canalesntinuoscon baja interconectividadndispensables para que al
formar el conducto se gui crecimiento axonah vivo. Los resultados di evaluacion
preclinica hecha en el modelo animal de lesion de nervio ciatico confirmaron que el conducto
elaborado con el soporte P3 previdmnetes nerviosos desorganizagoguia el crecimiento
axonal unidireccionalmentelambién que en el nervio ci@b injertado se formaron
estructura similares a ladel tejido endoneulalo cual, previene la interferencia en la

conduccion de los impulsos nerviosos de axones ve(3das

El didmetro de los poros que forman los microcanales de la zona U, es importante porque
permite la migracion axonal y das células de Schwann, el crecimiento de los vasos
sanguineos y la difusion de factores neurotréficos dentro del conducto nervioso. Un didmetro
demasiado pequefio evita el crecimiento de los vasos sanguineos y el intercambio efectivo de
nutrientes y fluidos elos conducto$101) Aunque no son muchos los trabajos que evallen

el efecto del diametro de los microcanales de los soportes unidireccionados en el crecimiento
axonal seha descrito qudos axones, los vasos sanguineos y las células gliales son
regeneradas n mi crocanales | ineales con di0Bmetros
En esta tesis, la dispersion del tamafitbdgoros de la zona U del soporte P3 estuvo entre
67.01 em vy 303.2 ¢&m, con un promedio de 184
di 8metros de | os fasc2culos individuales (20
los nervios que conformdas extremidades superiores humafiid3,104) Lo interesante,

es queel trabajopudo confirmar con logesultados del modelo aninlie eltamafiode los

poros fuecompatible con el crecimiento axonal organizado y unidireccional en el nervio

ciatico seccionado.

Elt amafo medio de | os poros de | as zonas M (
mayor que elamafio medidelaz ona U ( 2 1 1 |r8sultS8datestrione sogorta E
la hipétesis de que la envoltura del conducto nervioso elaborado con mayor concentracion de

colagenoprevienela migracion de fibroblastohacia el interior del conductporquelos
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tamafos de porde las zonas Mon compatibles con la migracion y el crecimiento de los
fibroblastos(69,105) No obstante, la reparacion conseguida con el conducto elaborado con
el soporte P3, similar a la observad@mlplearel autoinjerto, sugiere que la disposic&m

la capa externa de la zona con poros multidireccionales y en la parte interna de los
microcanales formados por los poros unidireccionales de la zopattdla la presencia de
fibroblastos en la zona del nervio injertada favoreciegldorecimiento axoal y el de las

células de Schwann.

En estrecha relacion con el parrafo anterior, los resultaddes diegradacion enzimatica
mostaronque en el dia 36l 65% de la zona M ¢l 50%de la zona U del soporte B8
habian degradad&l hecho de que la zoM se degradramas rapido que la zona U, que
constituye la microestructura unidireccional del interior del conducto, sugiere un efecto de
barrera de la envoltura multidireccional del condwtdas fases temprana e intermedia de

la reparacion, suficiente para crear el microambiente inicial que propicia la migracién guiada
de los axones del muiidon proximhbs datos clinicos, histologicos e histomorfométricos
sugieren quena vez iniciada la mnexion, la degradacion gradual de la envoltura formada

por la zona M evita la compresion de los axqi€s)

Un conducto que guie la regeneracion de nemidgrico debe encontrar un equilibrio entre

la estabilidad mehnica- proporcionada por el &ecruzamiento- y la biodegradacion
(69,107) El soporte P3 entrecruzado cgtutaraldehidoal 0.06% fue el Unico soporte
citocompatible que no se degradd completamente en el dia 30 del ensayo enzioratico;

se menciond anteriormenteste fueuno de los resultados que se tuvo en cuentda
escogenciaa conducto P®ara el estudio preclinioen el modelo animal. Al degradarse

mas lentamente que los otros soportes no citotdéxicos (N, P1 y P2), permite que el conducto
guie la migracion axonalientras ocurre la reconexioBsta decision probo ser acertada ya

que los resultados del ensayo aninmalirectamentademostrarorgue elconducto P3se
degradgpermitiendo quesl proceso de regeneracidal nervio ciatico lesionadee lleve a

caba
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Cuando se injertan los conductos se exponen a fluidos biolpgicogso, es importante
estudiarla hidrofilicidad de los soportes su capacidad de interactuar con fluid&stos
parametrogpredicenla capaidad que tiene el conductpara permitir la difusion/flujo de
nutrientes desde el liquido intersticial al tejido nervi¢20). Este trabajo no encontro
diferencias significativas en la porosidad y tamafo de poro de las zonas U y M de los
soportes. Sin embargdemostroque la direccionalidad del poro afecta la capacidad de
sorcion de liquids de los soporteslo cual, se puesl explicar por sus diferencias en
composiciény microestructuraPor composicion, porque al aumentar la concentracion de
colagenolas fibras poliméricas hidrofilamumentan y con ello la capacidad de retener
liquidos (27). Por eso, B todos los casos los valores de capacidad de sorcién de liquidos
fueron mas altos en las zonag8Mmg /g) que en las U (5 mg/@or microestructura, porque

al aumentar la tortuosidadmbiénaumenta la capacidad de retener liquidos del soporte
(108,109) De ahi, que lagonas Mal sermas tortuosas que las zonaptdsentaramayor
capacidad de sorci6Rinalmente, los valores de angulo de contacto, por enciméf’y!epﬁo
debajo de Q@indicaronque todos los saptes son hidrofilicasEn conjunto, la capacidad

de sorcion de liquidos y la hidrofilicidad de los soportes producidos sugietebilidad de

retener agu§ su capacidad dateractuar con las célulasvivo (110).

Es conveniente estudiar |lpsopiedades de traccion de los conductos nerviosos plogue
nervios periféricosn vivo estan expuestos constantemente a una carga que da lugar a una
tensién de tracciofil1l). Ademasporquelos conductos nerviosos deben ser flexibles para
evitar la compresion de los axones en crecimiéMd El médulo de Young del conducto
elaborado con el soporte P3487 MPa)fue cercano alel nervio ciatico descelularizado de
ratas (676 + Q16 MPa)(112) Los resultados del experimento animal confirmaron la
importancia de se valor predictivo dela flexibilidad y la reistenciaexhibida por el
conductoin vivo, ya que al injertar el conducto P3 en el nervio ciatico transectado se
promovié la reconexion axondel nervio en forma similar a como lo hizo el autoinjerto de

nervio ciatico.
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La carga eléctrica superficial de los conductos afecta su biocompatibilidad cuando se injertan
en un nervio lesionadoorque impacta la adheside neuronascélulas de Schwary otros

tipos de célulaé33,113) Losfibroblastosse adhieren menosaporteson carga superficial
negativa que a soportes con carga superficial pogiti4) En este trabajo el potencial Z

fue negativo en las zonas M y positivo en las zonas U depostes P35 Aunque no se
evaluo la adhesion celular a cada una de estas zonas, los datos de poseig@iarZque la
envolturaexteriordel conductdormada por las zonas dklsoporteno favorecda adhesion

de losfibroblastosa su superficie. También, geéinterior unidireccional formado por las
zonas Upromueveda adhesién y proliferacion dascélulas de Schwarnin vivo. Estudiar el

efecto del potencial Z en la adhesion de fibroblastos y células de Schwann, puede ayudar a
comprendemejor como el conducto P3 favorece la reconexion axonal en forma similar a

como lo hace el autoinjerto.

Los ensayos vitro de citotoxicidad y crecimiento de las células en los soportes son buenos
predictores de la citocompatibilidad qure vivo tiene unconducto para regeneracion
nerviosa. Ademas, hacen parte de la evaluacién de seguridfidagia requerida para
determinar elpotencialdel conducto para interactuar con las célujag pretende guiar
durante la reconexion axonal. Esta temmmlizd estos parametros en todos los soportes
desarrollados como parte de la caracterizacién de su actividad bigtfdgEaesultadose

estos ensayos, junto con los de los ensayos mecanicos y fisicoquiseidosjeronen
cuentarenla seleccion delaporte P3 para elaborar el conduPt® empleado en el ensayo
animal La citocompatibilidad del conducto P3 fue confirmada por los resultadosnales,
histoldgicos e histomorfométricode la evaluacion preclinica, demostrandose el valor

predictivo de los ensays vitro.

Un conducto que conecta un nervio transectdeloe interactia con las células madre
presentes en la zona lesionada, las cuales, tienen el potencial de convertiégdasn
similares a Schwann y expresar factores neurotréficos NGF, BDNF, GDNF (9R145)
Porlo anterior estetrabajotambiénusocultivos primarios de hAS€embraasen la zona U

del soporte Pdara evaluar su diferenciacion a células similares a células de Schawann



presencia o ausencia ohedio demduccion de células de Schwann. Efectivamente, las hASC
se adhirieron y alinearon en la misma direccion de las fibras unidirecciciehkesporte;
ademas, proliferaron y se diferenciaron en células S100b positivas con morfologia de huso

tipica de célulagde Schwann.

Como se menciond anteriormente, s&cne modelo murino de lesion de nervio ciatom

el quedemostrd quel conducto formado con el soporte bifasico P3 se ajustaba al diametro
de los mufiones y guiaba a través de nsigroestructura internainidireccionad el
crecimiento axonalLos datos dehlnalisis histolégico mosdron la presencia dexones
mielinizados a la porcion distal de los nerviogertadosen todos los animaleésatadoscon

el conducto yonautoinjertosAunque eddiametro de los axones en estos dos grupos parecia
menor que el del nervio sano utilizado como control, el analisis histomorfomminnostro
diferencias significativas entre ellos. A pesar de que no hubo diferencias significativas en el
namero de axones y el grosor de la vaina de mielina, los axones formados en animales
injertados con P3 fueron menos simétricos que los formadosmeales autoinjertados, lo

gue indica que las fibrdsrmadas en el conducto P3 eraenos maduras. En general, el
ensayo animal demostré gaste conductes biocompatible, se integra y remodela cuando

se injerta en la lesién del nervio ciatico promovietadegeneraciéon del nervio en toda su
longitud, como fue demostrado por los cortes longitudinales de los nervios intervenidos que

evidencia la presencia de tejido endoneural.

Finalmente, eusculo gastrocnemio se atrofia cuando se lesiona el nenitbciasto da

como resultado una disminucién del peso muscular y cambios estructurales, incluida la
formacion de tejido conjuntivo fibrético y grasa, que conducen al deterioro progresivo de la
funcién muscular(98). Nosotros no encontramodiferencias en el peso del muasculo
gastrocnemi@ntre los animales injertados con el autoinjerto y los injertados con el conducto
P3. Sin embargo, hubo diferencias significativas entre estos dos grupos y los animales no
injertadosLos datos presentados en esébajoconfirman que injertar el condacP3 en las
lesiones del nervio ciatico evaluadas conduce a resultados similares a los obtenidos con el

autoinjerto.
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8. Conclusiones

En este trabajo se entrecruzaron dos dispersiones de colageno tipo | con diferentes
concentraciones de glutaraldehido y se congelaron empleado metodologias diferentes, una
de las cuales, no habia sido report&im lautilizacion secuencial de los dos pealimientos

de congelmientose obtuvaina dispersiogongelada bifasicamentea liofilizacion deesta
dispersion produjo soportes laminares con zonas porosas  continuas
unidireccionales/multidireccionales, que al enrollarse desde la zona unidireccitmal a
multidireccional forman un conducto con microestructura interna unidireccional que guia el
crecimiento axonalSe debe hacer énfasis en qudi@émetro del conducto se puede ajustar

al diametro de los mufiones de un nervio periférico seccionado, codtsath niimero de
plegamientos de la zona U del soporta dvaluaciénin vitro de las propiedades
fisicoquimicas, microestructurales y mecanicas de los soportes, asi como, el estudio de
bioactividad (biodegradabilidad, glutaraldehido residual, citocomiidith) sirvieron para
escoger al soporte P3 pdracer los ensayos geoliferacion y diferenciacion des cultivos

de hASC primarias y para realizar el estudio precliniceelemodelo de lesion de nervio
ciatico que se desarrolldurante la tesis. Los resultados de la evaluatiovivo de los
conductos P3 fueron similares a los obtenidos con el autoinjerto, que hasta el momento es el
tratamiento estandaro cual, ewdencia la biocompatibilidad del conducto elaborado con el
sopore bifasico y confirma la hipétesis de la teig la primera aproximacion del grupo de

investigacion en el desarrollo de conductos nerviosos a nivel nacional



9. Recomendaciones

Aunque los datos del experimento animal muestran quenelucto P3s biocompatible,
biodegradable, eficaz y seguse debexplorar el efecto del conducto en la regeneracion de
nervio periféricaa nivel celular y moleculaBe recomienda evalud adhesion y migracion

de fibroblastos y células inflamatoriaslarzonaM del conductpasi como, la capacidad de
mantener los factores neurotroficos liberados por las células de Schwann y los axones de
neuronasle la zona U del conductdambién evaluar la relacién de los axones regenerados

con la funcién motora o sensorial.
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10.Texto del articulo:i Adj ust abl e conduits for guided per
prepared from bi-zonal unidirectional and multidirectional laminar scaffold of
type | coll ageno
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