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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 formacién de
neuromas. A menudo, los didmetros estandar de estos dispositivos no se pueden adaptar en
el momento de la cirugia al diametro 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 multidireccional. Con tal fin, dos dispersiones
de colageno tipo | (5 mg/g y 8 mg/g) se congelaron secuencialmente utilizando diferentes
métodos para obtener seis soportes laminares (NC, P1 a P5) formados por una zona con poros
unidireccionales (U) adyacente a una zona de poros multidireccionales (M). Las propiedades
fisicoquimicas y microestructurales de los soportes se determinaron y compararon, asi como,
su biodegradabilidad, el contenido de glutaraldehido residual y su citocompatibilidad.
Adicionalmente, a los conductos obtenidos al enrollar los soportes desde la zona
unidireccional a la multidireccional se les determiné el modulo de Young. Teniendo en
cuenta los resultados de las evaluaciones mencionadas, se escogio el soporte P3 para
determinar la proliferacién y diferenciacion de células mesenquimales de tejido adiposo
humano (hASC). Las células sembradas en este soporte se adhirieron, alinearon en la misma
direccion que las fibras unidireccionales del soporte, proliferaron y diferenciaron a células
de Schwann. Los conductos P3 ajustables elaborados con el soporte P3 se implantaron en
lesiones de nervio ciatico de 10 mm en un modelo murino de lesion de nervio periférico. En
estos ensayos se incluyeron lesiones injertadas con nervio ciatico autélogo - considerado el
tratamiento estandar - como control. Los resultados in vivo demostraron que el conducto P3
adaptado al didmetro de los mufiones nerviosos sirve como guia del crecimiento axonal y

promueve la regeneracion nerviosa.

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 neuromas. Often, the
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 by a multidirectional pore zone.
Collagen type 1 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) pore zone. The physicochemical and
microstructural properties of the scaffolds were determined and compared, as well as their
biodegradability, residual glutaraldehyde and cytocompatibility. Also, the Young’s modulus
of the conduits made by rolling up the bizonal scaffolds 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 unidirectional porous fibers, proliferated, and differentiated into
Schwann-like 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
grafted lesions. The in vivo results 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, nerve conduits, 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 periféricos (1). Estas lesiones provocan limitaciones funcionales e impactos
neuropaticos que alteran la calidad de vida de los pacientes y aumentan los costos en el
sistema sanitario (2-4). Las lesiones que comprometen el tejido endoneural (neurotmesis) o

seccion completa de los axones (axonotmesis severa) requieren intervencion quirargica (4).

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 nervio intacto
adyacente (5,6). Cuando se alcanza una distancia critica entre los mufiones (>5mm), no se
pueden lograr suturas sin tension (7), por lo que es necesario el uso de autoinjertos de nervios
sensoriales como método estandar para reconstruir los nervios seccionados motores. En los
seres humanos, esta estrategia repara lesiones hasta de 5cm (5,8). Para este procedimiento,
se emplean los nervios de la mano, el brazo o la pierna del paciente (e.g.: nervio cutaneo
antebraquial, nervio sural, nervio cutdneo dorsal, nervio peroneo superficial y cutaneo
posterior y lateral) (5). No obstante, algunas de las principales desventajas de los autoinjertos
incluyen la morbilidad del sitio donante, la baja disponibilidad de nervio aut6logo, la pérdida
de sensibilidad y la incompatibilidad de didametro entre los nervios donante y receptor (9).
Ademas, el éxito del injerto puede estar limitado por el tamafio del defecto, la vascularizacion

del nervio del donante y la arquitectura fascicular del injerto, entre otros (10).

Los aloinjertos se han propuesto como alternativa para superar la limitacion de nervio
autdlogo donante. Estos deben ser procesados para garantizar la eliminacion de antigenos
que induzcan rechazo en el tejido receptor (11,12), lo cual aumenta el costo del producto.
Hasta el momento, la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos -FDA-



solo ha aprobado un producto basado en aloinjerto de nervio para la reconstruccién de nervio
periférico (13).

Cuando no es posible hacer un autoinjerto o utilizar aloinjerto de nervio periférico, como
injerto, se utilizan conductos elaborados con materiales naturales, sintéticos y compuestos
por mezclas “compositos” disefiados para guiar el crecimiento de los axones seccionados
(14). Los conductos son conocidos como conductos de guia nerviosa (NGC, por sus siglas
en inglés), la mayoria de estos conductos son estructuras tubulares disefiadas para proteger y
conectar los mufiones de un nervio seccionado (14). El colageno tipo | se encuentra entre los
materiales naturales utilizados para fabricar conductos nerviosos artificiales (13,15-17). Esta
proteina es el componente principal de la matriz 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 colageno tipo | aprobados por la FDA son
estructuras tubulares huecas, que se suturan a los mufiones proximal y distal del nervio
lesionado para conectarlo (8,19). Sin embargo, por carecer de microestructura interna que
guie el crecimiento axonal este puede limitarse y no ser suficiente para promover la
reconexion axonal del mufion del nervio distal (20). En humanos, la evidencia indica que los
NGC actuales funcionan bien cuando se injertan en lesiones menores a 3 cm, en brechas
mayores las tasas de éxito disminuyen (14,19). No obstante, la regeneracion inducida por los
NGC sigue siendo significativamente menor que la observada con los autoinjertos (21). Por
eso, sigue siendo una necesidad disefiar 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 periféricos (22). Por ejemplo, los conductos de poli (acrilonitrilo-coacrilato) con
fibras internas alineadas mejoraron la regeneracion axonal en comparacion con los fabricados
con el mismo material, pero con fibras internas orientadas al azar (21). Conductos de poli(e-
caprolactona) alineados por electrohilado 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 (MBP) (23). Ademaés, se han elaborado
ldminas de acido poliléactico (Microtube Array Sheet, MTAS) con topografia unidireccional
que in 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 dorsal (24). De igual manera, soportes
cilindricos de coladgeno tipo | y elastina con poros unidireccionales obtenidos por
congelamiento unidireccional y liofilizacion incubados con ganglios de la raiz dorsal de rata,
promueven la migracion alineada de axones y células de Schwann (25). 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 inflamacion o formacion de neuromas (26). A pesar de los datos preclinicos e in
vitro que apoyan el uso de soportes con rellenos unidireccionales en la promocién del
crecimiento guiado de axones y la reparacion nerviosa (21), a la fecha, la FDA ha aprobado
un solo conducto de colégeno tipo | y condroitin-6-sulfato elaborado con una matriz externa
de colageno tipo | y una matriz interna orientada unidireccionalmente (8,19).

Los NGC existentes se fabrican con diametros fijos, por lo que la discordancia de los calibres
entre el conducto y los mufiones puede conducir al fracaso del injerto (9). Aunque en el
mercado también existen soportes neuroprotectores usados para envolver el nervio lesionado
que pueden ajustarse al diametro del nervio (ej. Neurawrap™), 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 esto, dispersiones acidas de esta proteina se congelan y liofilizan
horizontalmente obteniéndose soportes laminares de 10 cm?, con poros que forman canales
con fibras unidireccionales en los que las céelulas se adhirieren y crecen alineadas. Esta tesis
doctoral introdujo modificaciones a esta metodologia, con el fin de desarrollar y evaluar
preclinicamente un nuevo soporte laminar conformado por dos 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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multidireccional para formar un conducto ajustado al didmetro de los mufiones del nervio
periférico seccionado. Cuando se enrolla, la zona unidireccional del soporte constituye un
relleno o matriz interior que se cubre con la zona multidireccional del soporte formando un
conducto con canales internos orientados en una sola direccion. El soporte con arquitectura
y configuracion Gnicas representa una alternativa novedosa para producir una nueva
generacion de conductos que in vivo guien la regeneracion de nervio periférico, ademas,

constituye el primer paso para elaborar sustitutos de nervio periférico a nivel nacional.

2. Marco conceptual

2.1. Fisioanatomia del sistema nervioso

El sistema nervioso se divide anatdmicamente en Sistema Nervioso Central (SNC) y Sistema
Nervioso Periférico (SNP). EI SNC incluye el encéfalo (cerebro, cerebelo y tronco
encefalico), y la medula espinal protegida por la columna vertebral. EI SNP comprende 12
pares de nervios craneales provenientes de la base del encéfalo, 31 pares de nervios raquideos
provenientes de la médula espinal y ganglios asociados (e.g.: ganglios de la raiz dorsal, donde
se acumulan los somas de los cuerpos neuronales) (28). Tiene un componente sensorial
(aferente) que transmite los impulsos nerviosos al SNC, pasando por los ganglios sensitivos
de la raiz dorsal para su procesamiento y respuesta. También, un componente motor
(eferente) que se origina en el SNC y transmite impulsos a través de 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 llamado nervio espinal que se extiende e inerva diferentes zonas

del cuerpo (28) (Figura 1).

Funcionalmente, el sistema nervioso periférico se divide en sistema somatico -relacionado
con movimientos voluntarios- y sistema autonomo -relacionado con movimientos
involuntarios- ambos con vias aferentes y eferentes (29). El sistema somaético permite el

movimiento voluntario a través de la via aferente (sensorial y sensitiva que estimula la vista,
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oido, olfato, gusto, tacto) y a través de la via eferente (motora) para la contraccién muscular
generada por impulsos nerviosos mediados por el neurotransmisor acetil colina. El sistema
nervioso autonomo, controla los movimientos involuntarios y se divide en simpatico,
relacionado con situaciones de alerta estimulado por la noradrenalina y parasimpatico

relacionado con la relajacion, descanso y digestion (28).
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Figura 1. Imagen transversal de la médula espinal y organizacion neuronal. A. La 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 accion hacia o desde el
cerebro. La sustancia blanca y gris se dividen en tres zonas: dorsal (posterior), ventral (anterior) y
lateral; en la sustancia gris esta division es llamada cuerno o asta dorsal (donde se ubican las neuronas
receptoras sensitivas), cuerno ventral (donde se ubican las neuronas motoras) y la zona intermedia
donde se ubican las interneuronas. El canal central es un espacio lleno de liquido cefaloraquideo en
el centro de la médula. B. En los ganglios de la raiz dorsal se encuentran los cuerpos celulares de las
neuronas sensoriales pseudounipolares, los axones de estas neuronas que provienen de la periferia
pasan hacia el 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 aferente) hacia el bubo
raquideo 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 en los surcos ventrolateral y dorsolateral de la medula
espinal se unen lateralmente formando las raices ventral y dorsal de los nervios espinales, las dos

Neurona
auténoma
eurona

somatica

Raiz ventral

21



raices, a su vez, se unen para formar los nervios espinales, en un punto situado distalmente al ganglio
espinal que existe en la raiz dorsal.

2.2. Neuronas, células gliales y formacion de la mielina

Las neuronas son células del SNC y SNP que varian en forma y tamafio de acuerdo con su
localizacion. Se caracterizan por presentar un cuerpo celular o soma que contiene el nicleo
y constituye el centro metabolico de la neurona, las dendritas que se extienden fuera del soma
y el axon que se origina desde una parte gruesa del soma llamado cono axonico (Figura 2).
Segln el nimero de proyecciones que surjan del cuerpo celular, las neuronas pueden
clasificarse en unipolares, bipolares y multipolares. ElI axon presenta terminaciones
presinapticas que contienen botones sindpticos con un contenido de granulos o vesiculas en
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 axén mielinizado

Ademas de las neuronas, cuya funcion principal es transmitir el impulso nervioso, el sistema
nervioso contiene células neurogliales para proteger y apoyar metabdlica y mecanicamente a
las neuronas (30). Estas celulas no generan impulsos nerviosos y aunque estan presentes en
el SNC y SNP, en cada uno de ellos su morfologia, funcién y densidad poblacional son
diferentes. Las células neurogliales del SNC incluyen los astrocitos que proporcionan
soporte, eliminan iones y liberan neurotrasmisores, los oligodendrocitos que actuan en el

aislamiento eléctrico y produccion de mielina, las células microgliales que hacen parte del

22



sistema fagocitico mononuclear y las células ependimarias que forman membranas limitantes
y pueden intervenir en el transporte de liquido cefalorraquideo (30). 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 funcién principal es

formar recubrimientos mielinizados y no mielinizados en los axones del SNP (30).

La mielina que envuelve los axones es una membrana plasmatica especializada que funciona
como aislante efectivo en un flujo de corriente insignificante. En el SNC esta membrana es
aportada por los oligodendrocitos; alli, un solo oligodendrocito puede mielinizar varios
axones. En el SNP es la membrana de las células de Schwann la que envuelve un axén al
plegarse hasta 100 veces sobre si misma. Cada célula de Schwann forma una unidad de
mielina que es separada por nodulos de Ranvier, aunque la ultraestructura es similar en SNC
y SNP, se pueden apreciar algunas diferencias en los componentes lipidicos y proteicos de
los dos sistemas (31).

La mielina en el SNC y SNP esta compuesta principalmente por lipidos (70-80%) como
colesterol, fosfolipidos (plasmalégeno) y glicolipidos (galactosilceramida); el contenido de
fosfatidilcolina y esfingomielina, es mayor en el SNP que en el SNC (32). El constituyente
proteico de la mielina se encuentra en menor proporcion (15-30%) con respecto a los lipidos
y varia en composicién y concentracion de acuerdo con su localizacion. En el SNP, las
proteinas implicadas en la formacion y compactacion 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 (P2 0 FABPS8, de sus siglas Fatty Acid Binding
Protein-8) y la proteina periférica de mielina de 22 kDa (PMP22) (32); Ademas de las
proteinas compactantes, se encuentran las no compactantes implicadas en las interacciones
axon-glia, entre ellas conexinas (Cxs), glicoproteina asociada a mielina (MAG, L-largay S-
corta), cadherina epitelial (EC) y periaxina (PRX, L-largay S-corta). Algunas de las proteinas
compactantes y no compactantes 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 funcion de PO; también, se encuentran la 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 mielina de
oligodendrocitos (MOG) y sirtuina 2 (S2) (31). La funcién de estas proteinas es compactar
la mielina a través de sus interacciones en la porcion extracelular de la membrana. En el caso
de las células de 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 compactacion 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 alterno se 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
(31-33).

2.3. Impulso nervioso

La funcidn principal de las neuronas es la transmision del impulso nervioso. Estas células se
caracterizan por la excitabilidad de su membrana después de recibir un estimulo eléctrico,
qguimico o0 mecanico. En respuesta a estos estimulos la permeabilidad i6nica de la membrana
celular cambia, originandose impulsos eléctricos rapidos que se miden en milisegundos (ms),
con potenciales que se miden en milivoltios (mV). Cuando la membrana esta en reposo (sin
estimulo), se encuentra polarizada con cargas positiva en la cara extracelular y negativas en
la cara citoplasmatica. En las neuronas, la concentracion de K* en el interior es mayor que
en el exterior de la célula, lo cual, permite su movilizacion hacia afuera de la célula. Por el
contrario, la concentracion de Na* es mayor en el exterior que en el interior y su movilizacion
ocurre hacia adentro de la célula. El paso de los iones de un lado al otro de la membrana
celular ocurre por difusion facilitada, a través de canales de fuga especificos para cada uno
de estos iones. También, por medio de la bomba de Na*/K* ATPasa que funciona en contra
del gradiente de concentracion. El potencial de membrana en reposo en el extremo

citoplasmatico es -70mV (28).
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Cuando la neurona recibe un estimulo su membrana se despolariza y ocurre la apertura de
canales dependientes de voltaje especificos que permiten el ingreso de Na* al citoplasma 'y
el cambio del potencial de membrana. Si se abren suficientes canales de Na* y se alcanza un
umbral de intensidad de -55mV, se cumple la ley de todo o nada y la despolarizacién se
propaga por toda la célula abriendo los canales de Na* restantes. Lo cual, cambia el potencial
de accion de la cara citoplasmaética de la membrana de negativo a positivo alcanzando
+40mV. Cuando la célula alcanza este potencial se repolariza, cierra los canales de Na* y
abre los canales dependientes de voltaje para el K*. La salida de este ion resulta en un periodo
de hiperpolarizacion (-90mV), que se mantiene hasta que la bomba Na* y K* restablece la
concentracion de Na* y K* y la célula vuelve al estado de reposo de -70mV (28).

Como la mielina es un aislante efectivo del flujo de corriente, la despolarizacién en los
axones mielinizados salta de un nédulo de Ranvier a otro (conduccion saltatoria) para
alcanzar una velocidad 50 veces mayor que la de los axones no mielinizados. El impulso de
un axon presinaptico induce secrecién de neurotransmisores - conocido como sinapsis
quimica - los neurotransmisores difunden a través de la hendidura sinaptica induciendo
cambios en la membrana de la célula postsinaptica, excitdndola o inhibiéndola (28). En la
uniéon neuromuscular, el nervio motor termina sobre una fibra muscular estriada y la
transmision de impulsos del nervio motor al masculo es similar a la que ocurre en la sinapsis
entre las neuronas. El impulso que llega a la terminacién neuronal motora aumenta la
permeabilidad de la membrana a los iones Ca*? presentes en el ambiente extracelular, los que
al entrar en las terminaciones de los axones activan la exocitosis de las vesiculas que
contienen el neurotransmisor acetilcolina. El neurotransmisor liberado, difunde a los
receptores colinérgicos nicotinicos que activan la despolarizacion celular en la placa
muscular por aumento en la conductancia de iones Na*y K*; de esta manera, el potencial de

accion muscular inicia la contraccion muscular (28).
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2.4. Anatomia del nervio periférico

Los tejidos nerviosos periféricos son estructuras anatdmicas que pueden estar formados por
una combinacion de fibras nerviosas aferentes y eferentes. Los cuerpos celulares de las
celulas que forman 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 nerviosas denominados fasciculos. Cada fibra nerviosa individual esta
constituida por axones revestidos por células de Schwann que a su vez son recubiertos por
una ldmina basal. Los axones son rodeados por un delicado tejido de sostén laxo y vascular
denominado endoneuro que constituye la capa interna de revestimiento. EI endoneuro esta
compuesto por fibras de colageno tipo I/111 y se ubica entre la ldmina basal que reviste las
células de Schwann que rodean cada axon y el perineuro. Las fibras de colageno que
componen el endoneuro, especialmente en la parte mas externa, se encuentran dispuestas en
canales orientados de manera unidireccional que proporcionan un entorno protector a los
axones. En lesiones nerviosas leves (e.g.. compresiones nerviosas) ayudan a mantener los
extremos de los axones dafiados alineados facilitando su reparacion. Ademas, la union del
endoneuro con las células de Schwann previene la interferencia en la conduccién de los

impulsos nerviosos de los axones vecinos (34).

El perineuro es la capa intermedia de revestimiento que rodea los fasciculos y estd compuesto
por una capa de células epiteliales planas, con forma poligonal denominadas células
perineurales. El didmetro de los fasciculos es definido por las placas formadas por las células
perineurales que se unen entre si a través de uniones estrechas y desmosomas, para actuar
como una barrera de proteccion y de difusién selectiva para los axones (34). En el perineuro
el colageno tipo | es ausente, pero se encuentran pequefias cantidades de colageno tipo IV en

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

conectivo laxo localizado en la parte externa del fasciculo denominada epineuro. Esta capa

externa de revestimiento esta constituida por colageno tipo | y 11, grasa y vasos (arteriales,
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venosos Y linfaticos) que proceden de tejidos adyacentes y de las arterias que acompafian a
los nervios (29), proporciona soporte a los fasciculos y los mantiene unidos para formar una
fuerte vaina cilindrica denominada tronco nervioso (Figura 3) (34). Analisis
inmunohistoquimicos y de microscopia de luz polarizada con marcadores de colageno
especificos, indican que el colégeno tipo | se encuentra en mayor proporcion en el epineuro
que en el endoneuro y que el colageno tipo 111 es mas abundante en el endoneuro que en el
epineuro; esta relacion de colageno I/111 es similar en mamiferos humanos, cerdos y ratas
(35). Dentro del endoneuro los fibroblastos son escasos, por eso, se supone gque la mayor

parte del colageno del endoneuro es producido por las células de Schwann (34,36).

o Célula de Schwann
Lamina basal

— Perineuro
S o

Endoneuro

Fibra

de mielina \@ //i\i//

Célula de Schwann

Figura 3. Organizacion estructural del nervio periférico. Se aprecia el axon de una fibra mielinizada,
rodeado por las células de Schwann que sintetizan una delgada lamina basal. La fibra mileinizada 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
que proviene de la médula espinal.

2.5. Neurobiologia de la regeneracion de tejido nervioso periférico

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

causa y el tipo de lesion. Es un proceso complejo que involucra una serie de eventos celulares
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y moleculares en el soma de los axones, en los extremos o mufiones proximal o distal del
nervio y en el 6rgano blanco que inerva (37). En las lesiones de nervios periféricos que
conducen a rotura axonal o transeccion 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 extremo distal del axdn se desconecta del soma neural, sufre degeneracion
Walleriana o degeneracion anterograda donde los componentes de la membrana y el
citoesqueleto del axon son desensamblados, el axon es fragmentado y la mielina es
degradada. Los macrdfagos infiltrados en el sitio de la injuria y las células de Schwann se
encargan de remover los restos de la degradacion de la lesion. En el cuerpo neural se observa
actividad eléctrica antidromica, con potenciales de accion de alta frecuencia que ocasionan
la apertura de canales de calcio y el inicio de cascadas de sefializacion, mediadas por la Jun-
quinasa, que regulan la transcripcién de genes que codifican para factores neurotréficos (38).
El balance de la transcripcion, traduccion y secrecion de estos factores neurotroficos
determina la suerte - sobrevivencia o0 muerte por apoptosis - de la neurona. Las neuronas
sensoriales primarias son significativamente mas vulnerables a la apoptosis que las
motoneuronas ya que cerca del 40% de las neuronas sensoriales mueren después de una

lesion nerviosa (38).

Para promover la regeneracion neuronal y lograr la reconstruccion estructural y funcional de
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 regenerativa. Las células 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, neural CAM (NCAM), 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 neurotréfico derivado de la
glia (GDNF), factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF) y neurotrofina 3 (NT-3).
Una vez el detritus celular es removido por los macrofagos y las células de Schwann, estas

se alinean y forman columnas denominadas bandas de Biinger, que permiten la formacion de
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un ambiente rico en factores neurotréficos y proporcionan una guia axonal para la
regeneracion del axdn hasta el sitio blanco de inervacion; el axén regenerado nuevamente es
mielinizado y ocurre una recuperacion funcional del tejido muscular denervado (Figura 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 lesion o pierden su direccién, las células de Schwann regulan
negativamente la expresion de factores neurotréficos agotando los factores tréficos presentes
en el sitio de la lesion, lo cual, conduce a la formacion de un 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 apoptosis (11,37).
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Figura 4. Proceso de degeneracion Waleriana. Se 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 observa graficamente brotes axonales no regenerados y atrofia muscular (11).

2.6. Clasificacion de las lesiones nerviosas

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

(39), en ella, las lesiones nerviosas son clasificadas de 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 disrupcion
parcial de la conduccion en el sitio de la lesion (e.g.: las neuropatias por compresion como el
sindrome de tunel carpiano), en 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 degeneracion Walleriana del axon distal y
regeneracion espontanea 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 nervio (40,41).

La clasificacion de Seddon fue modificada por Sunderland en 1951(42), para categorizar las
lesiones nerviosas en grados 1 hasta 5 dependiendo de su severidad. La lesion de primer
grado corresponde a la neurapraxia definida por Seddon. En la lesion de segundo grado, el
endoneuro y 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 lesion de tercer grado, el endoneuro es irrumpido, aunque el perineuro
permanece intacto; en este caso, la fibrosis ocurre intrafascicularmente, la funcion motora y
sensorial decrecen y la recuperacion es muy lenta. En las lesiones de cuarto grado, el
endoneuro y el perineuro son seccionados y el epineuro es la Unica porcion del nervio que
permanece intacta, hay un proceso de degeneracién y cicatrizacion especialmente en la zona
proximal. En este nivel se requiere la escision de la cicatriz y la reparacién del nervio
quirdrgicamente. La lesion de quinto grado corresponde a la neurotmesis; en este caso, se
genera una interrupcion 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 lesiones de quinto grado requieren

reparacién quirdrgica (Figura 5) (40,41).
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Figura 5. Clasificacion de las lesiones nerviosas por Seddon y reclasificacion por Sunderland en

grados de lesién 1-5.

2.7. Tratamientos de la lesién neural periférica.

El tratamiento de eleccion cuando se diagnostica una lesion neural periférica completa es la

neurorrafia, una técnica microquirdrgica que consiste en la aproximacion sin ejercer tension,

de los extremos del nervio que se fijan con suturas epineurales. El procedimiento debe

realizarse en las primeras 24 horas de ocurrida la lesion, siempre que la distancia entre los

mufiones nerviosos sea menor a 5mm (7). Las neurorrafias emplean diferentes técnicas para

la coaptacion de los nervios, entre las que se encuentran:

31



i)

Técnica de reparacion epineural: es el método tradicional que utiliza suturas de sujecién
lateral y puntos de referencia vasculares para mantener la alineacion topografica. Las
suturas se colocan pasando la aguja por el epineuro interno y externo de ambos
mufiones para aproximar los extremos nerviosos hasta lograr la reparacidn final. Una
desventaja de la reparacion epineural es la incapacidad de emparejar con precision los
fasciculos proximal y distal del nervio seccionado

Técnica de reparacion fascicular agrupada: potencialmente esta técnica es mas precisa
que la reparacién epineural. Esta indicada en situaciones en las que una parte
identificable de la seccion transversal del nervio suministra la funcidn sensorial mientras
gue otra parte del nervio suministra la funcién motora. En la reparacion fascicular
agrupada, las microsuturas se colocan a través del tejido epineural interfascicular
evitando el perineuro y permitiendo la coaptacién de grupos fasciculares desde el
muidn proximal al distal. Luego, se anudan con una tensién leve a moderada evitando
que los fasciculos sobresalgan

Reparacidn fascicular individual: se aplica cuando los fasciculos lesionados individuales

proximal y distal puede unirse especificamente entre si (43).

Ademas de las neurorrafias descritas, conocidas como neurorrafias de extremo a extremo

(ETE, del inglés End to End) o termino terminal, se pueden realizar neurorrafias de extremo

a lado (ETS, del inglés End to Side) o termino lateral, en las que se coapta 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 tubulares - no pueda realizarse con sutura

debido a la distancia entre los mufiones distal y proximal, lo indicado es usar otras técnicas

como el injerto (5,6).
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2.7.1. Autoinjerto de nervio

El auoinjerto de nervio es el tratamiento recomendado cuando el tamafio de la lesion no
permite la aproximacion sin tension de los extremos de los mufiones nerviosos; se considera
el “gold standard” de los tratamientos y se ha utilizado desde 1879. Es la alternativa
terapéutica que ofrece mejores resultados clinicos, porque logra regeneracion nerviosa en
defectos con longitud superior a los 5 cm (5). En las dltimas décadas, las técnicas empleadas
para hacer autoinjertos han logrado grandes avances como el injerto de nervio interfascicular
para la union de nervios distantes (44). Los tejidos nerviosos donantes incluyen nervios
funcionalmente menos significativos como el nervio sural, los nervios cutaneos superficiales
y el nervio cutdneo medial del antebrazo. Las limitaciones asociadas con este procedimiento

incluyen:

) Morbilidad y perdida de la funcién en el sitio donante debido a que la longitud de
nervio donante que se colecta debe ser 10% mayor que la brecha de la lesion en
donde se va a implantar (43).

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

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

iv) Formacion de neuromas dolorosos

V) Aumento de costos relacionados con el cuidado del paciente (45).

A pesar del sustancial aumento de la comprension de los procesos neuropatofisioldgicos
ocurrido en los ultimos 30 afios, todavia es necesario desarrollar nuevas estrategias o

alternativas para no sacrificar tejido nervioso del donante (45,46).
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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
o0 cadavéricos (aloinjertos). 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 inmunolégico y obligan a la
inmunosupresion sistémica mientras los axones y células de Schwann del paciente regeneran
a través del aloinjerto (47). Para evitar este inconveniente, se acude a remover los
aloantigenos descelularizando los aloinjertos con métodos fisicos, quimicos y enzimaticos.
Los métodos fisicos mas comunes son la liofilizacion, irradiacion gamma, congelamiento y
descongelamiento, sonicacion y agitacion. Los métodos quimicos emplean soluciones acidas
o alcalinas, iénicas o0 no ionicas, soluciones hipertdnicas o hipotdnicas y detergentes (SDS,
Triton X-100, Sulfobetaina-10, Sulfobetaina-16)(47,48). Los métodos enzimaticos incluyen
el uso de condroitinasa, tripsina, endonucleasas y exonucleasas (47). En el proceso de
descelularizacién se debe realizar la remocion total de cualquier agente quimico y proteico
que pueda causar dafio o rechazo inmunolégico en el tejido receptor. Ademas, se debe
garantizar la eliminacion de proteoglicanos que contengan condroitin sulfato u otros
glicosaminoglicanos que inhiben el crecimiento axonal. El empleo de detergentes y enzimas,
como la condroitinasa ABC (ChABC), para eliminar compuestos celulares y componentes
de matriz extracelular, ademas del proceso de esterilizacién, aumentan el costo del producto

y limitan el acceso de la mayoria de la poblacién a los mismos (11,12).

Hasta el momento, el Unico aloinjerto descelularizado que ha sido aprobado por la FDA y
aplicado en clinica es Axogen Avance® Nerve Graft, (AxoGen® Inc., Alachua, FL)(14,47).
La investigacion actual sugiere que los aloinjertos nerviosos procesados como Axogen
Avance®, tienen limitaciones. Datos clinicos muestran que en defectos con tamafios entre 5
y 50 mm, el 87% de 132 lesiones nerviosas tratadas con Axogen Avance® recuperaron
funciones sensoriales y/o motoras, sin embargo, en lesiones superiores a este tamafio su

eficacia fue inferior a la de los autoinjertos (49). Debe mencionarse que en ensayos clinicos
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que compararon la eficacia de Axogen Avance® con conductos que guian la regeneracion
nerviosa (NGC) disponibles en el mercado, se encontrd que los resultados sensoriales son

significativaente mejores con el aloinjerto (50).

2.8. Biomateriales e ingenieria de tejidos para la elaboracion de conductos que guian la
regeneracion nerviosa (NGC).

Un amplio rango de biomateriales de origen natural o sintético, biodegradables y no
biodegradables, se han empleado para la elaboracion de conductos que sirvan como guia o
puente neuroprotector que promueva el crecimiento de los axones en el sitio de la lesion. Los
primeros conductos que guian la regeneracion nerviosa NGC del inglés Nerve Guidance
Conduit, se elaboraron con materiales no biodegradables (metacrilato, poliestireno,
politetrafluoroetileno y silicona) y se ensayaron en lesiones nerviosas de roedores y humanos.
Por no ser biodegradables presentaron inconvenientes como encapsulacion fibrética del
implante, pérdida tardia de la recuperacion funcional causada por la compresion de los
axones dentro del conducto no degradable, y respuesta inflamatoria cronica (51,52).

Con los avances de la medicina regenerativa, surgié una rama de la ingenieria de tejidos
denominada ingenieria de tejido neural con el propo6sito de elaborar conductos
biocompatibles que sustituyan los injertos autélogos (Engineered Nerve Grafts, TENGs de
sus siglas en inglés). Los NGC producidos por la ingenieria de tejido neural estan disefiados
para conectar los extremos de los nervios lesionados, guiar el crecimiento axonal, facilitar la
difusion de oxigeno y nutrientes, garantizar la disponibilidad de factores neurotréficos y
prevenir la formacion de tejido fibrético. Para su elaboracion se usan materiales
biodegradables naturales como proteinas, dentro de las que se encuentran el colageno,
gelatina, fibrindgeno, elastina, queratina y fibroina de seda (53,54); También, polisacaridos
como la quitina, &cido hialurdnico y alginato y algunos poliésteres de origen natural como el
poli (3 hidroxibutirato) o P3HB y el poli (3 acido hidroxibutirico-co-3 acido hidroxivalerico)
(55). De igual forma, se han empleado materiales de origen sintético biodegradables, solos o

combinados, como policaprolactona (PCL), poliuretanos (PUs), acido polilactico (PLA),
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acido poliglicélico (PGA) y éacido polilactico- poliglicélico (PLGA) (11,14,56,57). La
mayoria de los NGC propuestos por la ingenieria de tejido neural se han evaluado en modelos
murinos y caninos de escisiones de nervio ciatico de diferentes longitudes (5mm, 10mm, 30
mmy 1,5cmy 8 cm, respectivamente) (56). Cada NGC evaluado se diferencia en el tiempo
de reparacion y el grado de recuperacién sensorial 0 motora (11). Estas diferencias dependen
de las caracteristicas microestructurales, fisicoquimicas y mecénicas de los conductos
elaborados. Hasta el momento los NGC solo han demostrado regeneracion nerviosa en
distancias pequefias que no superan los 30 mm (58). De ahi, que la elaboracién y evaluacién

de conductos nerviosos continua siendo un reto para la ingenieria de tejidos.

Para aumentar la eficiencia en la regeneracidn nerviosa se usa la estrategia de cargar los NGC
con células de Schwann o células madre de fuentes diferentes (59). Las células de Schwann
son la primera eleccion porque secretan factores neurotréficos, como el factor de crecimiento
de nervio (NGF) y el factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF). A pesar de los
beneficios que trae usar estas células, su utilizacion es limitada debido a que se deben emplear
células de Schwann autélogas. Como su tasa de proliferacion es baja, el cultivo in vitro de
células de Schwann primarias puede resultar dispendioso y demanda que los medios se
suplementen con factores de crecimiento y/o mitégenos (Forskolina, heregulina, FGF2 y
extracto de pituitaria, etc). Ademas, es comun que los fibroblastos que crecen mas rapido que
las células de Schwann contaminen el cultivo dificultando el aislamiento. Para contrarrestar
el crecimiento excesivo de los fibroblastos se adiciona citosina arabinosido, se promueve la
lisis mediada por complemento y la sustitucion de aminoéacidos esenciales como la L-valina
por D-valina (60). Una dificultad adicional importante es que para obtener las células de
Schwann aut6logas se debe sacrificar un nervio donante sano. Muchas veces, con el fin de
aumentar la cantidad de células de Schwann se hace una primera cirugia en la que se induce
la pre-degeneracion del nervio con el fin de estimular la proliferacion celular, lo cual,
conlleva la realizacion de una segunda intervencion quirdrgica para recolectar las células que

proliferaron (61).
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Para reemplazar a las células de Schwann se ha acudido al uso de células madre de diferente
fuente porque tienen la capacidad de diferenciarse a células similares a células de Schwann
(Schwann like-cells) (62). Se han evaluado células madre embrionarias, células madre
neurales, células madre mesenquimales de médula dsea, células madre de tejido adiposo,
células madre precursoras derivadas de la piel y células madre pluripotentes inducidas que
secretan proteinas o factores neurotréficos y componentes de la matriz extracelular, que
proporcionan un microambiente favorable para promover la formacién de mielina y la
regeneracion nerviosa acelerando el crecimiento de los axones (62). Sin embargo, las
revisiones sistematicas sobre el empleo de células madre de diferente fuente para la
regeneracion de lesiones de nervio periférico muestran que los resultados del tratamiento que
se evidencian evaluando la funcién motora/sensorial, electrofisiologia, indice funcional
ciatico, masa muscular, y evaluacion histoldgica varian de acuerdo al protocolo experimental
empleado (59). El uso de células madre en este campo, aun se encuentra en la etapa preclinica
y no se han logrado avances significativos en la practica clinica (63), la aplicacion de células
madre dentro de los conductos nerviosos mejora el crecimiento y guia de los axones en
comparacion con el conducto nervioso sin células madre, no obstante, sigue siendo inferior

a la reparacion de nervios con técnicas convencionales como el autoinjerto (64).

2.9. Colageno tipo | y conductos nerviosos.

El coladgeno es una proteina estructural de la matriz extracelular (MEC) presente en la
mayoria de los tejidos conectivos de los vertebrados. Comprende una familia de por lo menos
28 miembros que se caracterizan por poseer un dominio triple-helicoidal en su estructura. Se
numeran con nimeros romanos del I al XXVIII. Aunque se report6 un colageno epidermal
como el miembro 29 de la familia, el gen que lo codifica (COL29A1) resulto ser idéntico a
uno de los genes del colageno VI (COLGADS) (65).

Los colagenos fibrilares, tiene una estructura jerarquica compleja que se sustenta en la triple

hélice formada por tres cadenas peptidicas o, numeradas con numeros arabigos. La estructura
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primaria de cada cadena o estda conformada por una secuencia de tripletes repetidos de
amino&cidos Gly-X-Y, donde X y Y son prolina y 4-hidroxiprolina, respectivamente. Al ser
sintetizadas, las cadenas o se entrelazan en una triple hélice estabilizada por puentes de
hidrégeno e interacciones electrostaticas. Cuando las cadenas son iguales forman
homodimeros, cuando son diferentes heterodimeros. La estructura terciaria del colageno tipo
I corresponde a una triple hélice heterodimérica constituida por las cadenas al(l), al(ll), y
a2(1), cada una de aproximadamente 1000 aminoacidos. Una vez las moleculas helicoidales
son secretadas se autoensamblan y las fibrillas de colageno se entrecruzan por enlaces
covalentes formados enziméaticamente por la enzima lisil oxidasa (LOX). En este proceso
ocurre la desaminacidn oxidativa de residuos especificos de lisina e hidroxilisina que forman
alisinas en los dominios de los telopéptidos de la molécula de colageno, dando lugar a una

forma supramolecular constituida por fibrillas y fibras de coldgeno (65-67).

El colageno tipo I, es el colageno mas abundante de la MEC de los tejidos conectivos no
cartilaginosos como piel, hueso, tenddn, dentina, ligamentos, cornea, y nervio entre otros.
Proporciona resistencia a la deformacion plastica y la rotura. Junto con la elastina soporta
esfuerzos mecanicos repetitivos y con los proteoglicanos y glicosaminoglicanos amortigua
cargas compresivas ya que secuestran agua en la MEC (66). Al ser componente basico de la
matriz, el coldgeno se caracteriza por su biocompatibilidad y capacidad de union a receptores
celulares como integrinas (alf1, a2B1 y alOB1), discoidinas (DDR) y los dominios RGD de
unién a integrinas expuestos cuando el colageno es remodelado o degradado a gelatina (66).
Los soportes 0o membranas elaborados con colageno tipo | son esponjas porosas que contiene
una arquitectura 3D. Pueden ser disefiados, dependiendo de la técnica, para que su
microestructura coincida con la de los tejidos del lugar de implantacion previsto. Por lo tanto,
los soportes de colageno se utilizan ampliamente para promover la regeneracion del tejido
conectivo, incluyendo el nervioso periférico (66).

Los soportes de colageno tipo | disefiados para regeneracion nerviosa son biocompatibles,

flexibles, suaves y faciles de manipular quirdrgicamente. 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 lenta. Por eso, la mayoria de conductos aprobados por la FDA para uso clinico
son elaborados con colageno tipo | de diferente fuente (bovina, porcina) o conductos
provenientes de nervios descelularizados (cadavéricos) o de matriz extracelular de tejidos

ricos en colageno tipo | (Submucosa intestinal porcina) (14).

2.10. Conductos nerviosos disponibles comercialmente

Desde mediados de 1980 en el mercado se encuentra una variedad de conductos nerviosos
artificiales conocidos como Nerve Guidance Conduit (NGC). Estos conductos se consideran
dispositivos médicos indicados para el tratamiento de lesiones de nervios periféricos y
cuentan con aprobacion de agencias regulatorias como la FDA (US Food and Drug
Administration) o la CE de la Comunidad Europea (14,68). Los conductos aprobados son
elaborados a partir de biomateriales naturales o sintéticos, biodegradables o no
biodegradables y algunos son elaborados a partir de tejidos descelularizados. La Tabla 1

muestra algunos de estos productos:
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Tabla 1. Productos de ingenieria de tejidos usados para regeneracién de nervio periférico. Elaborado con informacién de (11, 14, 19).

Producto Biomaterial Diametro Tiempo de | Compafiia URL/Imagen del Producto
(D) Degradacion Productora
Longitud (L)
Neurotube® Acido poligliclico | D: 2.3-8mm | Degradacion: Neuroregen LLC
(K983007, 1999) (PGA) L:2-4cm 6-12 meses 7
%
<
K
URL:
http://www.synovismicro.co
m/pdfs/NeuroTube_sellsheet
40014B_09-10.pdf
Salubridge™ Alcohol polivinilico | D: 2-10mm No degradable Salumedica, LLC | Imagen no disponible
(K002098, 2000) (PVA) L: 6.35cm Atlanta, GA URL:
SaluTunnel™ https://www.accessdata.fda.g
(K100382, 2010) ov/cdrh_docs/pdf10/K100382
pdf
Neurolac® Acido poly(DL- | D: 1.5-10mm | Degradacion: Polyganics, The
(K050573, 2005; | lactide-¢- L:3cm 24 meses Netherlands

K112267, 2011)

caprolactone), (PCL)

S sl

URL:
https://www.accessdata.fda.g
ov/cdrh_docs/pdf5/K050573.
pdf
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URL:
http://content.stockpr.com/ax
ogeninc/files/docs/LB-
312+R00+Avance+Process+

Matters.pdf

URL:
http://www.integralife.com/pr
oducts%2Fpdfs%2Fnerve%?2

Orepair%20solutions%20broc

hure.pdf

AxoGen Avance® | ECM de nervio de | D: 1-5mm No reportado AxoGen Inc.
donante cadavérico L:1.5-7cm 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
(K012814, 2001) L:2.5cm 3-6 meses Inc. Oakland, NJ

URL:

http://az621074.vo.msecnd.ne
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t/syk-mobile-content-
cdn/global-content-
system/SYKGCSDOC-2-
38822/1'YaU8Cn9AtIMJkdy4
9Kth_K1gNUSIA/LNM_OT.
pdf

NeuraWrap™ Colageno tipo || D:3-10mm | Degradacion: Integra Life r 7
(K041620, 2004) disefiado para generar | L: 2-4 cm 36-48 meses Sciences  Corp. 0 <
didmetros ajustables Plainsboro, NJ L/'/
(No estd claro si . 4
™ URL.:
NeuraWrap es _ : .
http://www.integralife.eu/pro
comparable con los i
: ducts/recon/tissue-
conductos nerviosos .
S technologies/neurawrap-
tradicionales de
- " nerve-protector/
tamafio  fijo en
términos de eficacia).

NeuroLac™ Copolimero  &cido | D: 4-10mm | Degradacion: POLYGANICS | URL:

(K050573, 2005) lactico y caprolactona | L: 3 cm pierde sus https://www.accessdata.fda.g
propiedades ov/cdrh_docs/pdf5/K050573.
mecanicas a las pdf
10 semanas
después de la
implantacién

CovaTM ORTHO- | Coldgeno  porcino | Laminas Degradable Biom'Up S.A. -

NERVE (membrana de | rectangulares | enziméaticamente :

(K103081, 2012) colageno que se pueden | in  vitro  (no

enrollar.
Tamafos: 15
X 25 mm, 20 x
30 mm, 30 x
40 mm

reporta tiempo)
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y 40 x 60 mm https://www.accessdata.fda.g
ov/cdrh_docs/pdf10/K103081
.pdf
-NeuroMend™ Coléageno tipo | NeuroMend™ | Degradacion: Collagen Matrix
M.

(K060952, 2006)

D: 4-12mm

4-8 meses

Inc. Oakland, NJ

-Neuroflex™ ‘
(K131541, 2014) L:25-5cm

Neuroflex™:

o:2 |
http://www.collagenmatrix.co
m/peripheral-nerve-repair/

NeuraGen® 3D | Conducto de | D: 1.5-7mm | Degradacion: Integra LifeScien | URL.:
Nerve Guide colageno bovino tipo | L: 6.35cm Reabsorbible ces https://www.accessdata.fda.g
(K130557, 2014) Iy una (no reporta ov/cdrh_docs/pdf13/K130557
matriz interna tiempo) pdf
compuesta de
colageno y
glucosaminoglicano
(condroitina-6-
sulfato).
Surgisis®  Nerve | Submucosa intestinal | D: 2-7mm Degradacion: Cook Biotech | URL:

Cuff porcina (SIS) L: 5cm Reabsorbible Incorporated https://www.accessdata.fda.g
K031069, 2014 (no reporta ov/CDRH510K/K132660.pdf
tiempo)

Reaxon™ Plus | Quitosano D: 2.1-6mm | Degradacion: Medovent GmbH | URL:
(K143711, 2015) L:3cm 17 meses https://www.accessdata.fda.g
(Indicado para la ov/cdrh_docs/pdf14/K143711

reparacion de las
discontinuidades de

pdf
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http://www/

los nervios
periféricos hasta
10 mm)

AxoGuard® Nerve | Submucosa intestinal | D: 1.5-7mm | Degradacion: Cook Biotech
protector porcina (SIS) L: 4cm 3 meses Products  West
AxoGuard® Nerve Lafayette, IN
connector
(K162741, 2016)
URL:
http://www.axogeninc.com/pr
oducts/4144/axoguard-nerve-
protector
Neurobridge™ Acido poliglicolico | D: 0.5-4mm | Degradacion: Toyobo Co., Ltd | URL
(K152967, 2016) (PGA) L:3-5cm Se degrada in https://www.accessdata.fda.g
vitro (no reporta ov/cdrh_docs/pdf15/K152967
tiempo) pdf
Reinforced Flexible | Coladgeno tipo | de | D: 2-6mm Degradacion: Collagen Matrix, | URL:
Collagen Nerve | tenddn bovino L:25cm Se degrada in | Inc https://www.accessdata.fda.g

Cuff
(K170656, 2017)

vitro (no reporta
tiempo)

ov/cdrh_docs/pdf17/K170656
pdf

44



Comparar el desempefio de los productos reportados en la Tabla 1 es dificil debido a la falta
de estandarizacion de modelos preclinicos, métodos de evaluacion y estudios clinicos que
comparen su seguridad y eficacia. Cada dispositivo ha demostrado una eficacia variable en
estudios preclinicos y clinicos en diferentes tipos de nervios lesionados, tamafios de lesion,
métodos de evaluacion sonsorial y motora y distintas poblaciones de pacientes. Por eso, las
ventajas y desventajas de cada conducto deben ser determinadas cuidadosamente. Todas las
revisiones concuerdan en que los conductos disefiados con biomateriales solo se pueden
emplear en lesiones menores a 3 cm, ya que cuando el tamafio de la lesion es superior no se
obtiene una regeneracion optima. De ahi, que para obtener productos que puedan ser
trasladados a la clinica, se deba seguir trabajando en el desarrollo y caracterizacion de

conductos biomiméticos seguros y eficaces (19).

2.11. Disefo de un conducto nervioso ideal

Diferentes revisiones han recopilado informacion sobre las caracteristicas
microestructurales, fisicoquimicas y bioldgicas de un conducto de nervio ideal (20,69). En
general, se acepta que los conductos para promover la regeneracion de nervio periférico

tengan las siguientes caracteristicas:

) Biocompatibilidad: una vez injertados en el nervio lesionado deben promover
una apropiada respuesta celular y molecular.

i) Biodegradabilidad: su degradacion y reabsorcion deben estar en equilibrio con la
regeneracion axonal para evitar la compresion del nervio en crecimiento.

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

iv) Capacidad de soportar cargas fisiologicas: deben tener flexibilidad y rigidez
moderadas para resistir a las tensiones de compresion mecanica de los tejidos

circundantes.

45



V) Permeabilidad: deben permitir el intercambio de nutrientes, oxigeno y desechos
y al mismo tiempo evitar 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 tamarfio de poro debe ser ~10 - 40 um y la porosidad del 80% (19,20). En
cuanto a la estructura, los conductos con relleno en el interior promueven mejor crecimiento
de los axones y proliferacion de células de Schwann que los conductos huecos. De igual
manera, en los conductos rellenos disefiados con orientacion de fibras alineadas el
crecimiento de los axones es mas rapido que en los conductos con orientacion de fibras
aleatorias (70). Aunque se elaboran conductos con microestructura en el interior con
diferentes biomateriales y mediante diferentes metodos de fabricacion (e.g.: evaporacion de
solventes y lixiviacion de particulas porogenas, espumado con gas, separacion de fase,
electro-hilado, extrusion, fabricacion aditiva o impresion 3D y sus variables, entre otros)
(71), muchos aun se encuentran en ensayos preclinicos y son pocos los que cuentan con
autorizacion de las agencias regulatorias para aplicacion clinica. De los productos aprobados
por la FDA que se encuentran en el mercado, Neuragen 3D® incorpora un relleno con fibras
alineadas longitudinalmente de colageno tipo | y condroitin-6-sulfato. El conducto esta
recomendado para reparar defectos con longitud < 30 mm y no supera el tamafio reparado
por aloinjertos como AxoGen Avance® (50 mm) o autoinjertos de nervio que funcionan en
defectos > 50 mm (58).

Una falencia que tiene el disefio de los conductos para nervio periférico es que tienen un
didametro definido, lo cual, limita su capacidad de adaptarse al didmetro de los mufiones
seccionados. Cuando los conductos no se pueden ajustar a los extremos de los nervios
seccionados el conducto colapsa y como consecuencia la regeneracion del nervio es
deficiente y la reinervacion muscular disminuye (9). Productos constituidos por una lamina
0 soporte poroso, como Neurawrap™, que se colocan envolviendo al nervio seccionado para

ajustar el dispositivo al didmetro del nervio buscan superar este inconveniente. Sin embargo,
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no tienen microestructura interna y funcionan como conductos neuroprotectores que generan

una interface entre el nervio y el tejido circundante (72).

Hasta donde se sabe, la literatura cientifica especializada no ha descrito soportes de colageno
tipo | para regeneracion nerviosa que cumplan con todas las caracteristicas de un conducto
de nervio ideal. En nuestro pais, los conductos nerviosos comerciales son poco empleados
debido a su limitado éxito en regeneracion y a su elevado costo, lo que obliga a seguir
empleando el autoinjerto; ademas, la investigacion en regeneracion nerviosa es incipiente y
debe expandirse para ofrecer alternativas terapéuticas que puedan ser trasladadas del

laboratorio a la clinica.

2.12. Antecedentes del Grupo 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 promuevan la regeneracion tisular, el GTIT
desarroll6 y caracteriz6 un soporte laminar de colageno tipo | con canales orientados
unidireccionalmente (27). En estos soportes se sembraron fibroblastos primarios aislados de
mucosa oral, los cuales se adhirieron a las fibras de colageno y crecieron unidireccionalmente
expresando factores de crecimiento diferentes a los expresados cuando fueron sembrados en
soportes con fibras de colageno orientadas multidireccionalmente o al azar (73). Teniendo en
cuenta estos resultados, en esta tesis doctoral se modific6 el procedimiento de manufactura
de los soportes unidireccionales elaborados por el grupo, 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 multidireccional, 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
que el diametro del 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 investigacion

¢Un soporte de colageno tipo | 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 tamarfio

critico en un 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

» Elaborar conductos de colageno tipo | con dos fases de diferente orientacion de poro
(unidireccional y multidireccional) y estructura tubular plegable.

» Determinar las propiedades fisicoquimicas, microestructurales, mecanicas y bioldgicas
de los conductos desarrollados.

« Evaluar la biocompatibilidad de los conductos desarrollados como injerto de nervio

periférico en un modelo murino de lesion critica de nervio ciético.
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5. Metodologia

5.1. Métodos objetivo especifico 1: Elaborar conductos de coladgeno 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 elaboracidn de los soportes bifasicos
laminares de colageno tipo | fueron: concentracion de colageno tipo I, concentracion de
agente entrecruzante y método de congelamiento. A continuacion, se describe la metodologia

realizada:

5.1.1. Extraccion y purificacion de colageno I.

El protocolo empleado para la extraccién y purificacion de colageno tipo | fue el establecido
por el grupo de trabajo en ingenieria de tejidos de la Universidad Nacional de Colombia (74).
El colageno tipo | fue purificado a partir de fascia bovina proveniente de la planta de
produccion San Martin, Bogota. Antes de su procesamiento la fascia bovina se limpid, se
desinfect6 con hipoclorito de sodio 2% y se conservo en etanol 70%. El tejido se fracciono
en piezas pequefias que fueron colocadas en acido acético 0.5 M por 24 h para obtener una
dispersion que fue centrifugada (3000 g x 45 min) con el propdsito de aislar el sobrenadante.
Sobre el sobrenadante se adicion6 NaOH 1M, se centrifug6 y se tomo el precipitado de
colageno 1 resultante. Después de cuantificarlo gravimétricamente, se prepararon dos
dispersiones de colageno en acido acético 0.05 N con las que se elaboraron los soportes
bifasicos. La dispersion menos concentrada (5 mg/g) se utilizé para elaborar las zonas
unidireccionales y la mas concentrada (8 mg/g) para preparar las zonas multidireccionales de

los soportes de colageno | que se fabricaron.

5.1.2. Preparacion de las dispersiones de colageno tipo | entrecruzadas 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 dispersiones fue entrecruzada con concentraciones ascendentes
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(0%, 0.02%, 0.04%, 0.06%, 0.08% y 0.1% v/v) de glutaraldehido (GTA), homogenizada con
un Ultra-turrax (Heidfold) a 10.000 rpm por 3 min, e incubada por 24 h a 37 °C en un agitador
orbital (Thermo Fisher, USA) a 120 rpm. Con las dispersiones entrecruzadas se elaboraron
seis prototipos de soportes bifasicos que se denominaron de acuerdo con la concentracion de
entrecruzante empleada, como: NC (0%), P1 (0.02%), P2 (0.04%), P3 (0.06%), P4 (0.08%)
y P5 (0.1%), (NC, P1-P5). La Tabla 2 muestra los prototipos de los soportes, asi como, las

concentraciones de las dispersiones de colageno y de GTA utilizadas.

Tabla 2. Concentraciones de colageno y glutaraldehido empleadas para elaborar los

prototipos de los soportes

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

5.1.3. Elaboracion de los soportes laminares bifasicos

Para la obtencidn de los soportes laminares bifasicos, las 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 continuos por molde. La superficie de uno de los pozos
se cubrié con una lamina de un material conductor a la que se le dejo un extremo que salia
del molde. En estos pozos se sirvieron las dispersiones de colageno tipo | de 5 mg/g vy el
extremo libre de cada lamina conductora se sumergio en nitrégeno liquido (-196 °C). El

sistema se mantuvo adiabatico, con el fin de promover la formacion unidireccional de
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cristales de hielo del lado cercano al nitrogeno al lado contrario (74). Después de que cada
dispersion de 5 mg/g se congel6 con el gradiente de concentracion generado a partir del
nitrégeno, la separacion empleada para formar los dos pozos dentro del molde se retiré y en
el pozo vacio se sirvio la dispersion de 8 mg/g de colageno 1. EI molde con las dos
dispersiones (la congelada con el gradiente de temperatura generada por el nitrégeno y la
recién servida) se mantuvo a -20 °C durante la noche; luego, se liofilizo durante 48 h para
obtener un soporte de 10 cm? con una zona con poros unidireccionales seguida por una zona
con poros multidireccionales, los soportes obtenidos fueron esterilizados con oxido de
etileno. La Figura 6 presenta un diagrama de los soportes bifasicos en los que se identifican
las zonas con poros multidireccionales y unidireccionales. EI diagrama también muestra el
plegamiento de la zona unidireccional a la multidireccional que permitié obtener seis
conductos con una matriz interna con canales unidireccionados y una envoltura externa con

poros orientados multidireccionalmente.

1 zona multidireccional

zona unidireccional
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Figura 6. Disefio propuesto para la elaboracion de un conducto bifasico laminar de colageno tipo I.
Esquema de la orientacion de poro unidireccional, multidireccional y plegamiento del conducto desde
la zona unidireccional hacia la zona multidireccional.
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5.2. Métodos Objetivo Especifico 2: Determinar las propiedades fisicoquimicas,
microestructurales, mecanicas y bioldgicas de los conductos desarrollados.

Con el propdsito de establecer el efecto de las variables de disefio (concentracion de
coldgeno, direccionalidad de poro y concentracién de agente entrecruzante) sobre las
propiedades de los conductos, se realizé la caracterizacion de los soportes bifasicos (NC, P1-

P5) como se enuncia a continuacion:

-Caracterizacion microestructural: se evalud la apariencia microestructural de los
soportes, el tamafio de poro y la porosidad.

-Caracterizacion fisicoquimica: se uso andlisis FTIR para verificar el estado nativo del
colageno. Ademas, se establecio el porcentaje de entrecruzamiento, la concentracion de
GTA remanente, el porcentaje de degradacion enzimaética, el angulo de contacto
(humectabilidad), la capacidad de sorcién de agua, el hinchamiento y el potencial Z.
-Caracterizacion mecanica: se determind el modulo elastico a través de ensayos
mecanicos.

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

celular.

5.2.1. Caracterizacién microestructural

Esta caracterizacion se hizo porque el direccionamiento de las fibras de colageno, el tamafio
de poro y la porosidad influyen en el crecimiento, migracion y alineacion celular en los
soportes, asi como, en la difusion de moléculas a través del soporte (69).

5.2.1.1. Microscopia de barrido ambiental (ESEM)

Siguiendo metodologia descrita (27), cualitativamente se evalu6 el direccionamiento de las
fibras y la interconectividad de los soportes laminares usando ESEM (Environmental

Scanning Electron Microscopes) (Tescan Vega 3 SB, Czech Republic) en muestras sin
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recubrimiento metalico, usando secciones transversales y longitudinales (8 mm [@], 2 mm
[H]) de los soportes en la zona unidireccional (U), multidireccional (M) y la interfase (1),
lugar donde se encuentran las zonas U y M. Para este anélisis, se tomaron fotografias a una

magnificacion de 45 X y 150 X en tres sitios al azar en cada zona (Figura 7).

Multidireccional Interfase Unidireccional

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 anélisis
microestructural.

5.2.1.2. Tamafio de poro

La determinacion del tamafio de poro de cada una de las zonas de los soportes se hizo
siguiendo metodologia establecida (75). Se realizaron cortes transversales de
aproximadamente 100 um de grosor de muestras hidratadas con PBS (pH 7.4, 24 h) y
desgasificadas de los soportes NC, P1-P5 en las zonas U (3 zonas evaluadas) y M (3 zonas
evaluadas). Un total de 60 poros por cada zona fueron observados con un microscopio de luz
invertido (Eclipse TS100, Nikon, Japan, magnificacion de 40 x). Empleando el programa
Image)J 1.39u (Wayne Rasband National Institutes of Health, USA) se midieron y
promediaron el eje mayor y menor de la elipse que mejor se ajustaba a las paredes de cada
poro en imagenes digitales capturadas con el programa NIS-Elements AR-Ver 4.50 Nikon.
Con los promedios obtenidos se calcularon los valores de tamafio de poro, empleando la

siguiente ecuacion:
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a? + b?
Tamato de poro = 1.5 x 2x >

Donde: a es el semieje mayor y b es el semieje menor de la elipse ajustada al poro (27). En
todos los casos, los valores obtenidos se multiplicaron por 1.5 para tener en cuenta el efecto

de los poros que no fueron seccionaron a través de su seccion transversal maxima.

5.2.1.3. Porosidad

Para determinar la porosidad, se utiliz6 el método de desplazamiento de liquido (47). De cada
una de las dos zonas (U, M) de los soportes (NC, P1-P5) secos se cortaron muestras de 2 cm?
y se pesaron (W1). Los fragmentos se sumergieron en PBS (2 mL), se desgasificaron al vacio
(10 min) y se incubaron (37 °C, 24 h). Terminada la incubacion, se removieron con una pinza
esteril, se colocaron en un papel de filtro para eliminar el exceso de PBS y se pesaron (W2).
La muestra analizada se colocd en un picnémetro vacio seco de peso conocido (W3), el
picnometro se llen6 con PBS hasta completar el aforo (25 mL) y se pes6 (W4). Los ensayos
se repitieron cinco veces. La porosidad total se midi6 utilizando los pesos antes mencionados
(W1, W2, W3y W4) y la densidad (r) del PBS (1.023 g/mL), de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

p soporte humedo

P(%)=1- ( >x100

p fibras de colageno
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5.2.2. Propiedades fisicoquimicas

5.2.2.1. Espectrometria de infrarrojo por transformada de fourier

El anélisis FTIR permite establecer el estado del colageno luego de la manufactura del
soporte. El colageno nativo se caracteriza por la presencia de bandas de absorcion en
longitudes de onda especificas en el enlace vibracional de los grupo amida del colageno (76,
77). Cada muestra seca (2 mg) de las zonas U y M de los soportes (NC, P1-P5) se mezcld
con KBr (200 mg) y se comprimio para obtener un sedimento. El sistema se purgo con aire
seco (1 h) para eliminar el vapor de agua del compartimento de la muestra. Los espectros se
obtuvieron utilizando un espectrofotémetro FT / IR-4200 (Jasco, Alemania), en un rango de
4000-500 cm* con una resolucion de 8 cm™ y 150 exploraciones/muestra. El colageno usado
para fabricar los soportes se utilizd como control del colageno en estado nativo y se empled

gelatina como control del colageno hidrolizado. Los analisis se hicieron por triplicado.

5.2.2.2. Porcentaje de entrecruzamiento en la dispersion de coldgeno

El porcentaje de entrecruzamiento (E%) se relaciona con la velocidad de degradacion del
conducto y da una idea aproximada de su biodegradabilidad in vivo (69). Para su
determinacion indirecta, se empled el reactivo nihidrina con el fin de determinar la cantidad
de grupos amino libres de cada soporte de colageno entrecruzado respecto a los soportes de
colageno no entrecruzados. Lo anterior, es posible debido a que la nihidrina forma bases de
Schiff con los grupos amino libres del colageno (27). La mezcla de reaccién fue elaborada

con las soluciones A 'y B preparadas como se describe a continuacion:

- Solucién A: 4.2 g de &cido citrico y 1.6 g de NaOH disueltos en 100 mL de agua tipo I.

- Solucién B: 4 g de ninhidrina disueltos en 100 mL de etilenglicol.

Para cuantificar el porcentaje de entrecruzamiento se tomaron muestras de las zonas Uy M
(1 cm?) de los soportes, se pesaron (Wm), se incubaron con 500 uL de la mezcla de reaccion

y se calent6 a 100 °C por 30 min. Después de que la mezcla se enfri6 a temperatura ambiente,

55



se diluy6 con 1mL de isopropanol 50% y se midio la absorbancia de la solucion resultante
con un lector de placas (TRIAD Multimode Detector, Dynex, USA) a 560nm. Para calcular

el porcentaje de entrecruzamiento se aplico la siguiente férmula:

(i7m)

(i72)

Am = Absorbancia de la muestra (soportes P1-P5); Wm = Peso de la muestra (soportes P1-

E(%) = 100x(1 — )

P5); Ac = Absorbancia del control (soporte no entrecruzado, NC) y Wc = Peso del control

(soporte no entrecruzado, NC).

El porcentaje de grupos amino entrecruzados se calculé como la relacién entre la absorbancia
de los soportes P1-P5 y la de los soportes NC (soportes no entrecruzados), considerando los
grupos amino libres de los soportes NC como 100%. Estos analisis se hicieron por triplicado.

5.2.2.3. Determinacion de la concentracion de glutaraldehido remanente

El glutaraldehido (GTA) es un agente quimico entrecruzante usado frecuentemente porque
puede reaccionar con grupos funcionales de proteinas. Aunque se ha reportado su efecto
citotoxico, el entrecruzamiento del colageno | con esta molécula mejora las propiedades
mecanicas de los soportes que lo contienen (78). En este trabajo los soportes se entrecruzaron
con GTA, por eso, fue necesario evaluar su contenido de glutaraldehido residual. Para este
andlisis, se tomaron muestras (1 cm?) de las zonas U y M de los soportes entrecruzados (P1-
P5) y se incubaron (12 h, 60 “C) con 1 mL de una solucién de NaOH 1 M, glicina 0.1 My
Na,SOz 0.1 M con el fin de promover una reaccion colorimétrica no reversible entre el
bisulfito de sodio y el glutraraldehido (79). Despues de centrifugar (400 x g durante 5 min)
las muestras, se colocaron 100 pL del sobrenadante de cada reaccion en pozos individuales
de un plato de cultivo de 96 pozos. La absorbancia se ley6 con un espectrofotémetro (TRIAD
Multimode Detector, Dynex, USA) usando una longitud de onda de 238 nm. Los datos

obtenidos se interpolaron en una curva de calibracion realizada previamente con
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concentraciones conocidas de glutaraldehido. Los andlisis fueron llevados a cabo por
triplicado.

5.2.2.4. Degradacion enzimatica 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 degradan (71, 80). Por eso, en esta tesis se determind el tiempo requerido por la
enzima colagenasa tipo | para digerir totalmente los soportes, entrecruzados o no, de colageno
I. Para este ensayo se tomaron muestras (8 mm [@], 2 mm [H]) de las zonas U y M de todos
los soportes, se pesaron (Wi), cada una de ellas se colocé en un tubo y se incub6 por 24 h, 3,
15y 30 dias con colagenasa tipo | (ImL, 250Ul/mL, Sigma, USA) en PBS 1x (pH 7,4; 37°C;
80 rpm en un agitador orbital). La enzima se cambi6 cada 5 dias durante el tiempo que dur6
el ensayo. En cada tiempo se tomd un tubo, se centrifugd (400 x g, 5 min), el sobrenadante
se descarto, el soporte remanente se liofilizo (24 h) y se peso (Wf). Para el calculo final se
promediaron los pesos obtenidos en tres ensayos diferentes; la determinacion del porcentaje
de degradacion se hizo mediante la siguiente ecuacion:

D(%) =1— (E//—{)xmo

5.2.2.5. Angulo de contacto

El angulo de contacto es un pardmetro que permite determinar las propiedades de
humectacion de una superficie solida, al evaluar la tendencia de un liquido a extenderse sobre
un sustrato sélido plano, quimicamente inerte y no reactivo. Es una medida indirecta
predictiva de la hidrofilicidad, adherencia celular y capacidad de adsorcion de proteinas de
un biomaterial (81). El proposito final de este trabajo fue elaborar un conducto biodegradable,

de diametro ajustable, que guiara la regeneracion del nervio ciatico en un modelo murino de
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lesion de nervio ciatico. Por eso, se determind el angulo de contacto de los soportes bifasicos
usados para la manufactura de los seis prototipos de conductos obtenidos, empleando el
método de la burbuja captiva (82). Para esto, se tomaron muestras (1 cm?) de las zonas U y
M de los soportes y se colocaron en medio DMEM suplementado (24 h, temperatura
ambiente) para permitir su hidratacion. Cada una de las muestras hidratadas se colocoé en la
tapa del goniémetro empleado (Contact Angle Goniometer, Rame- hart Instrument Co., NJ,
USA) y se sumergio en DMEM. Luego, se inyecto aire (6 uL) debajo de la superficie de la
muestra con el fin de formar una burbuja. Durante 120 s se capturaron 200 imagenes digitales
de la burbuja formada en contacto con el soporte y se analizaron. Estos experimentos se
hicieron por triplicado. La Figura 8 muestra iméagenes 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
imagenes representativas de las burbujas formadas por las zonas (A) unidireccional y (B)
multidireccional de los soportes. En color naranja se representan los &ngulos medidos.

5.2.2.6. Capacidad de sorcion de liquidos e hinchamiento

La capacidad de sorcion de liquidos (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 determind
gravimétricamente. De las zonas U y M de los soportes (NC, P1-P5) se tomaron muestras (2

cm?), se pesaron (Wi) y se sumergieron en PBS 0.1M (pH 7.4) durante 24 h a 37 °C. Luego,
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las muestras se retiraron con pinzas y se colocaron en una toalla de papel Whatman para
remover el exceso de PBS y se pesaron (Wf). La capacidad de sorcion fue calculada usando

la siguiente ecuacion:

W7 =WD 100

LSC(%) = Wi

Para evaluar el hinchamiento de los soportes (S%), se usaron las mismas muestras empleadas
para los ensayos de sorcion de liquido, midiendo el volumen de los soportes secos (Vd) y
después de sumergirlos en PBS (Vw). Las mediciones se realizaron con un calibrador digital
(Mitutoyo, Aurora, IL, USA), el porcentaje de hinchamiento se determind con la siguiente

ecuacion:

S(%) = (VW) 100
0) = Vd X
Los experimentos para determinar los valores de sorcién de liquidos e hinchamiento de las

zonas U y M de los soportes P1-P5 se repitieron cinco veces.

5.2.2.17. Potencial Z

El potencial de superficie eléctrica es un parametro fisicoquimico que impacta en la
adherencia, proliferacién y diferenciacion de células en contacto con biomateriales, asi como
la adsorcion y plegamiento de proteinas (83). Para la determinacion del potencial Z de las
zonas U y M de los soportes (NC, P1-P5), muestras de 0.2g de cada soporte se colocaron en
2 mL de PBS (20 mM, pH 7.4, 12 h) y se homogenizaron (3000 rpm por 10 min) con un
ultra-turrax (IKA 3737001 T10 basic, Cole-Palmer, UK9). Por cada zona de los soportes se
realizaron cinco lecturas (100 corridas cada una) a 25 “C empleando 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 a injertar, por eso, es importante evaluar este pardmetro. Para el ensayo de traccion con
los soportes se hicieron 6 conductos que también se denominaron NC, P1, P2, P3, P4y P5.
Para elaborar los conductos, los soportes (4cm?) se sumergieron en medio de cultivo
(DMEM) durante 24 h 'y se plegaron desde la zona unidireccional a la multidireccional. Cada

zona tenia la misma éarea.

Los ensayos de traccion de los conductos se realizaron con un equipo Magnetic Micro
Testing System (MMT, Shimadzu), provisto con una celda de carga de 101 N, a una
velocidad de 1.0 mm/min, aplicando la carga en la direccion de las fibras unidireccionales.
El médulo de Young de los conductos se calcul6 a partir de la pendiente de las curvas de

tension-deformacion. Se realizaron tres mediciones por cada muestra.

5.2.4. Propiedades biolégicas

5.24.1. Aislamiento, purificacion y caracterizacion de células de Schwann

Las células de Schwann se aislaron de nervio ciatico de raton neonato, siguiendo protocolos
descritos (84). Los nervios ciaticos de 12 ratones ICR de 2-5 dias de nacidos se diseccionaron
y limpiaron eliminando tejido adyacente, con la ayuda de un estereoscopio. La Figura 9,

muestra una imagen representativa de los nervios ciaticos disectados.

Para aislar las células, los nervios limpios se incubaron (40 min a 37 °C) con una mezcla de
tripsina (0.25% w/v) y colagenasa tipo | (0.1% w/v) en DMEM sin suero fetal bovino (SFB).
La digestion enzimatica se detuvo adicionando 40% de SFB en solucion balanceada de

Hank’s, la suspension resultante se centrifugé (400 xg, 10 min) y el pellet celular se
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resuspendi6 en DMEM suplementado con SFB (10% v/v), penicilina (100 1U/mL),
estreptomicina (100 pg/mL) y anfotericina B (0.5 pg/mL) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Después de evaluar la viabilidad celular con una tincion vital (azul de
tripano), se colocaron alicuotas de la suspension celular en placas de cultivo (35 mm
didmetro) pre-cubiertas con poly-L lisina y se incub6 (5% CO», 37 °C, 24 h). A las 24 h el
medio se remplaz6 con DMEM suplementado con citosina-B-arabinofuranosido (10 uM), los
cultivos se volvieron a incubar por 48 h y el medio se reemplaz6 con DMEM suplementado
con heregulina B1 (10 nM) and forskolina (2 uM) (Sigma-Aldrich Chemical Co, St. Louis,
MO, USA) (84).

Los fibroblastos contaminantes fueron eliminados por lisis mediada por complemento,
siguiendo procedimientos descritos (60). Brevemente, las células se desprendieron
mecénicamente con un rastrillo, se centrifugaron (400 xg, 10 min), se resuspendieron en 60
uL de una solucién de anticuerpo 1gG anti- mouse Thy 1.2 (BioLegend, San Diego, CA,
USA) e incubaron por 30 min a 37 ‘C. Luego, se adicion6 el complemento de raton y se
incubd por 60 min a la misma temperatura, se lavo tres veces con PBS y se centrifugd. El
pellet celular se resuspendio y las células se sembraron en DMEM suplementado con medio
de induccion de celulas de Schwann (PDGF-AA (5ng/mL), bFGF (10 ng/mL), heregulina-
B1 (10 nM) y forskolina (2 uM)) (Sigma-Aldrich Chemical Co, St. Louis, MO, USA).
Cuando las células aisladas alcanzaron 80% de confluencia se caracterizaron para comprobar

su identidad.
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Figura 9. Nervio ciatico empleado como fuente de células de Schwann. Se muestra una imagen
representativa de un nervio ciatico extraido de un raton neonato.

Se empleo microscopia de fluorescencia para evaluar a las células de Schwann aisladas del
nervio ciatico de raton neonato. El cultivo obtenido se digirié enzimaticamente con tripsina
0.25%-EDTA 0.025% en PBS por 3 min a 37°C y la suspension celular resultante se
centrifugd y lavé con DMEM suplementado. El pellet celular resultante se resuspendid en
medio de cultivo, las células se sembraron en laminas (Nunc™ Lab-Tek™ II Chamber
Slide™) y se dejaron adherir a la superficie de cultivo. Luego, se lavaron con solucion salina
balanceada de Hank’s (Gibco), se fijaron con 4% vol/vol de paraformaldehido por 20 min,
se lavaron 3 veces con PBS y se permeabilizaron por 20 min con Triton X100 (0.1% v/v).
Después de lavarlas nuevamente 3 veces con PBS, se incubaron con albumina sérica bovina
(BSA 7.5% wi/v) por 60 min a temperatura ambiente, se lavaron con BSA 1% (w/v) y se
incubaron con el anticuerpo primario rabbit polyclonal 1gG antibody S100b (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), diluido (1:50) en BSA (1% wi/v) a 4 °C durante toda la
noche. Finalmente, las muestras se volvieron a lavar 3 veces con PBS por 5 min, se incubaron
con el anticuerpo secundario goat anti-rabbit 1gG H&L (FITC) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), diluido (1:100) en BSA (1% w/v) a temperatura ambiente por 1 h y se
lavaron 3 veces con PBS. Para estos experimentos se emplearon células S100b positivas de

5to o 6to pasaje.

62



5.24.2. Aislamiento, purificacion y caracterizacion de células madre
mesenquimales de tejido adiposo humano (hASC)

Las células madre derivadas de tejido adiposo humano (hASC) se aislaron de una muestra de
lipoaspirado obtenida con consentimiento informado de una donante joven sana. El protocolo
fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional
de Colombia (Ley 07-2015). Para establecer el cultivo primario se modificd un protocolo
descrito (85). El lipoaspirado (3 g) se incub6 (1 h, 37 °C) con 10 mL de colagenasa tipo | (2
mg/mL) en DMEM libre de suero. Después de la digestion, se afladi6 DMEM suplementado
con SFB (10% v/v), y la muestra se paso por un filtro de 70 um. La suspension resultante se
centrifugo (300 g, 10 min) y el sedimento con las células (5 x 10° células/cm?) se coloco en
DMEM suplementado con SFB (10% v/v), penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100
pg/mL) y anfotericina B (0.5 pg/ mL). Los cultivos se incubaron (5% CO3, 37 °C) cambiando
medio cada tres dias, hasta que las células alcanzaron una confluencia aproximada del 80%.
En ese momento, las células se desprendieron de la superficie del plato de cultivo (tripsina
0.25%-EDTA 0.025% en PBS), se lavaron, centrifugaron (300 x g, 10 min) y sembraron en
el mismo medio de cultivo. Para ampliar la poblacion celular los cultivos se subcultivaron

tres veces usando las mismas condiciones.

Siguiendo los lineamientos de la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT), a las
células aisladas del tejido adiposo humano se les evalu6 su morfologia celular, adherencia al
plastico, expresion de marcadores y capacidad de diferenciacién. Las caracteristicas
morfologicas y la adhesidn de las células a la superficie de cultivo se analizaron con un
microscopio invertido. Los marcadores expresados en membrana se evaluaron mediante
citometria de flujo, como se describe a continuacion. Luego de digerir enzimaticamente
(tripsina 0.25%-EDTA 0.025% en PBS) cultivos de tercer pasaje, se colectaron células (5 x
10% células/mL) y se incubaron (30 min, 4 -C en la oscuridad) con los siguientes anticuerpos:
PerCP/Cy5.5 anti-CD105 humano, FITC anti-CD90 humano, PE anti-CD73 humano, PE /
Cy7 anti-CD45 humano, APC anti-CD34 humano. Finalizada la incubacion, las células se

lavaron tres veces con PBS y se analizaron con un citémetro de flujo FACScantoll BD,
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registrando 20.000 eventos por muestra. En la determinacion de la capacidad de
diferenciacion se utilizaron kits StemPro™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
para diferenciacion adipogénica, condrogénica y osteogénica siguiendo las especificaciones
del fabricante. Las tinciones confirmatorias de diferenciacion empleadas en estos ensayos
fueron aceite rojo (7 y 14 dias de cultivo); azul de alciano (14 dias de cultivo); fosfatasa
alcalina (7 dias de cultivo) y rojo de alizarina S (21 dias de cultivo).

5.2.4.4. Citocompatibilidad de los soportes

La citocompatiblidad de las zonas U y M de todos los soportes fue evaluada con células de
Schwann de la linea celular RSC96 (ATCC® CRL2765™), células de Schwann primarias
aisladas de nervio ciatico de ratones neonatos y células madre de tejido adiposo (hASC). Los

tres andlisis llevados a cabo fueron: citotoxicidad, proliferacion y diferenciacion celular.

5.24.4.1. Citotoxicidad celular

Para este ensayo se usaron células de Schwann de la linea celular RSC96 (ATCC®
CRL2765™) y células de Schwann primarias. Siguiendo la norma 1SO 10993-5 (86), las
células se sembraron en placas de 96 pozos (1x10* células/100 puL de medio DMEM
suplementado) y se incubaron (37 °C, 5% CO», 24 h). Posteriormente, el medio de cultivo se
reemplazo con medio de extraccion (DMEM preincubado durante 24 h con 1 cm? de cada
soporte) y los cultivos se incubaron (37 <C, 5% CO2) durante 24 h. Después de retirar el
medio de extraccion se agregaron 50 uL de MTT (1 mg/mL) en cada cultivo, se incubd por
2 h (37 °C, 5% CO»), se retird el MTT, se afiadié dimetil sulféxido DMSO (100 uL) y se
midio la absorbancia con un lector de placas (TRIAD Multimode Detector, Dynex, USA) a
una longitud de onda de 570 nm. Como controles positivos y negativos de citotoxicidad se
usaron DMEM estéril suplementado con DMSO al 25% y DMEM incubado con 0.2 g/mL

de silicona, respectivamente. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.
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5.24.4.2. Proliferacion celular

-Proliferacion de células de Schwann primarias

Debido al interés de comprobar que las células de Schwann obtenidas en este trabajo se
adhieren y 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. Las muestras de las zonas U de los soportes se sembraron con células de Schwann
(2x10%cm?) y se incubaron (5% CO2, 37 °C) durante 24 h, 7 y 14 dias con DMEM
suplementado con SFB 10% (v/v), antibi6tico-antimicético, solucién de vitamina MEM,
solucion de piruvato de sodio, heregulina-f1 (10 nM) y forskolina (2 uM), cambiando el
medio cada tres dias. En cada uno de los tiempos de analisis el medio de cultivo se reemplazé
por medio de cultivo que contenia MTT (1 mg/mL) y se incubd por 3 h con agitacion
constante (80 rpm). El formazan producido se solubilizé con 1mL de dimetil sulféxido
(DMSO) y la absorbancia de las muestras se midi6 a una longitud de onda de 570 nm (TRIAD
Multimode Detector, Dynex, USA). Los valores de absorbancia se interpolaron en una curva
patron obtenida a partir de un nimero de células de Schwann conocidas. La distribucion
celular y orientacién de las células en los soportes se evalud cualitativamente en el dia 14
con un trazador celular (Vybrant™ CFDA SE, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), siguiendo las especificaciones del fabricante. Los ensayos fueron realizados por

triplicado.

-Proliferacion y diferenciacion de células hASC

Para estudiar la proliferacion y diferenciacion de células hASC se escogi6 uno de los cinco
soportes elaborados, el soporte P3. Esta seleccidn se hizo teniendo en cuenta los resultados
de las pruebas mecéanicas y los ensayos de citotoxicidad y de proliferacion de las células
primarias de Schwann. En muestras (8 mm [@], 2 mm [H]) de la zona U de soportes P3 se
sembraron 2 x 10* hASC. Después de la siembra, las muestras se dividieron en un grupo

control y un grupo incubado con medio de induccién de células de Schwann. El grupo control
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se incubd (5% CO, 37 °C) con DMEM suplementado con SFB 10% durante 14 dias
cambiando medio cada tercer dia. EI grupo tratado se incubé (5% CO3, 37 °C) con DMEM
suplementado con B-mercaptoetanol 1 mM (medio de preinduccion de células de Schwann)
durante 24 h; luego de retirar el medio, las células se lavaron con PBS y se incubaron (5%
COz, 37 °C) con medio de induccion de células de Schwann (87). El medio de induccién se
cambio cada tres dias y la proliferacion se evalu6 a los 1, 7 y 14 dias (Vybrant® MTT cell

proliferation kit, ThermoFisher Scientific) Los ensayos se realizaron por triplicado.

5.24.43. Evaluacion inmunohistoquimica de soportes sembrados con células de

Schwann

Muestras representativas de los soportes sembrados con células de Schwann primarias
(2x10% cm?) e incubados durante 14 dias se fijaron con paraformaldehido al 4% (pH 7.4; 4
o C; 24 h), se lavaron con PBS, se deshidrataron y embebieron en parafina. Los bloques se
seccionaron (6 pum), se desparafinaron (60 °C) y se rehidrataron. La recuperacion antigénica
se realizd utilizando una solucién desenmascaradora de antigeno durante 30 min. Las
muestras se incubaron individualmente con anticuerpo rabbit polyclonal IgG antibody S100b
(1:50) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) y rabbit polyclonal IgG antibody
p75NTR (1: 250) (BioLegend, San Diego, CA, USA) durante 1h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavaron tres veces y se procesaron (Vectastain® ABC Kit peroxidasa,
Rabbit 1gG, Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Los antigenos se detectaron usando el sustrato diaminobencidina (DAB) (Vector
Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA) y las muestras se tifieron con hematoxilina. Las

laminas se observaron en un microscopio optico (Nikon ECLIPSE 55i, Nikon, Tokio, Japén).
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52444, Evaluacion por inmunofluorescencia de los soportes sembrados con
células hASC

Los cultivos de hASC en los soportes P3 cultivados sin 0 con medio de induccion - descritos
en 5.2.4.42 - se evaluaron para determinar su diferenciacion a células similares a Schwann
siguiendo metodologia descrita (88). En el dia 14 de cultivo los soportes P3 cultivados con
las celulas se fijaron con paraformadehido 4% por 24 h, se lavaron tres veces con PBS y se
permeabilizaron con 0.1% de tritdn X-100 en PBS por 20 min. Después de lavar nuevamente
con PBS, las muestras se bloquearon con 1% BSA en PBS 1x por 60 min, se lavaron tres
veces y se incubaron con rabbit polyclonal 1gG antibody S100b (1:50) en 0.2% de BSA (toda
la noche, 4°C). Al siguiente dia, las muestras se lavaron tres veces con PBS, se incubaron (60
min) con Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Texas Red
(4ug/mL), se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con DAPI (3uM) (4’,6-diamidino-
2-phenylindole) para tefiir los nucleos celulares. Después de lavar tres veces con PBS, los
soportes fueron observados con un microscopio invertido (Eclipse TS100, Nikon, Tokio,

Japon).

5.3. Metodologia objetivo 3: Evaluar la biocompatibilidad de los conductos desarrollados
como injerto de nervio periférico en un modelo murino de lesion critica de nervio citico.

5.3.1. Disefio experimental animal

El proposito del estudio preclinico fue determinar si los conductos desarrollados promovian
la regeneracion de nervio ciatico. EI nimero de animales se establecio teniendo en cuenta las
3R’s (reduccidn, refinamiento y reemplazo) y el minimo necesario de ejemplares para que
los resultados fueran fiables y significativos para las pruebas de eficacia y seguridad 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 Investigacion (89). El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de la
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Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia (Ley 07-2015). Todos los
procedimientos quirargicos fueron realizados por un cirujano plastico, el seguimiento clinico
y sacrificio de los animales se realiz6 con apoyo de medicos veterinarios. En este

experimento solamente se evaluaron conductos elaborados con los soportes P3.

-Técnica quirurgica

Veintiuna ratas macho Wistar adultas (12 semanas; 250g-300 g) se dividieron en 3 grupos de
7 individuos cada uno. Cada animal se anestesio (inyeccién peritoneal de ketamina, 70 mg /
kg; xilazina, 10 mg / kg) y al azar se eligio un muslo, se afeit6 y se limpio con etanol (70%).
Bajo magnificacion se hizo una incisién cutanea sin afectar los mdsculos y mediante
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 sanguinea. Después de expuesto, el nervio ciatico se secciond 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 medicién entre grupos). Una vez creado el defecto, se hicieron

los siguientes tratamientos quirdrgicos:

Tratamiento I: El segmento de nervio ciatico fue reemplazado por el conducto elaborado
enrollando el soporte P3 prehumedecido durante 15 min con PBS.

Tratamiento Il: EI segmento del nervio ciatico fue cortado e invertido y reimplantado
(autoinjerto).

Tratamiento Il11: El nervio cidtico lesionado se dejoé sanar por segunda intencion,
permitiendo la retraccién natural del nervio después de realizar el corte y reseccién del

fragmento nervioso.
En los tratamientos 1 y 11, los mufiones distal y proximal y el conducto fueron posicionados

realizando una neurorrafia con adhesivo de fibrina (Tissel, Baxter) y con dos puntos de sutura

epineural de punta redonda (ethilon 9-0). Posteriormente, en todos los grupos experimentales
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se procedid al cierre de la herida quirdrgica aproximando los bordes musculares y suturando
la piel con PGA reabsorbible 3.0. (Figura 10).

-Postquirdargico

Los animales se mantuvieron en jaulas individuales con calefaccion, alimento y agua ad
libitum hasta la recuperacion completa de la anestesia. Para controlar el dolor, se inyectd
tramadol (5 mg/g) por via subcutanea durante las primeras 24 h. Durante el tiempo de
recuperacion y el seguimiento clinico se verifico que la herida no presentara dehiscencia o
infeccion. La evaluacion del dolor, el estrés y disconfort producidos por el procedimiento
quirdrgico se hizo siguiendo guias publicadas (90). También se evaluaron los signos
descritos en la Guia del Consejo Nacional de Investigacion para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (91). 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 animal. A. Diagrama representativo de la organizacién de los grupos
experimentales y tratamientos realizados. B. Imagen frontal del conducto P3 injertado (grupo I). C.
Imagen lateral del injerto del conducto P3 que muestra el punto de sutura simple entre el conducto y
el mufion nervioso. D. Imagen del autoinjerto (grupo Il) que destaca los puntos de sutura (flechas
blancas). E. Imagen del fragmento nervioso resecado (grupo IlI).
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5.3.2. Evaluacion de la funcién motora del tejido nervioso reparado

La funcion motora se evalud a través del ensayo de patron de marcha en las semanas 4, 8 y
12 para calcular el indice funcional ciatico (SFI). Las extremidades inferiores injertadas (E,
experimento) y del lado contralateral no tratado (N, normales) de cada animal fueron
sumergidas en tinta negra no toxica, luego, las ratas fueron colocadas en una pista para
caminar y las huellas fueron registradas en papel realizando dos lecturas por cada animal. El
registro de las huellas fue digitalizado y la imagen digital se midi6é usando el programa
ImageJ. Se midieron las distancias entre el talon y la punta del tercer dedo (longitud de
impresion (PL, Print Length)), primero y quinto dedo (extension del dedo del pie (TS, Toe
Spread)), y cuarto al segundo dedo (extension del dedo intermedio (ITS, Intermediary Toe

Spread)). EI SFI se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion (92):

EPL — NPL ETS — NTS EITS — NITS
—383 (—) +109. (—) (—) -

NPL NTS NITS

El SFI es 0 para los animales no lesionados y -100 después de la seccion completa del nervio
ciatico.

5.3.3. Evaluacién de los nervios regenerados

Una vez sacrificados los animales, se realizaron los siguientes analisis: relacion de masa
muscular, evaluacion histoldgica cualitativa del masculo gastrocnemio, densidad axonal,
diametro y grosor de la vaina de mielina:

5.3.3.1. Relacion de masa muscular y evaluacion histoldgica del masculo

En todos los grupos se disecciond el masculo gastrocnemio para evaluar la relacién de la

masa muscular del lado lesionado (Wi) y del lado contralateral sano (Wh). Los masculos
gastrocnemio diseccionados se fijaron con paraformaldehido (4%, 24 h) y después de
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eliminar el exceso de paraformaldehido con papel Whatman®, se pesaron para determinar la
relacién Wi / Wh (93).

Para la evaluacion histoldgica de la atrofia muscular, se cortaron fragmentos del mdsculo
gastrocnemio (5-8 mm), se deshidrataron usando concentraciones ascendentes de etanol
(20%- 100%) y xileno. Las muestras se incluyeron en parafina y los bloques se procesaron
con un micrétomo para obtener cortes transversales (5 um). Luego de desparafinar con calor,
xileno y concentraciones descendentes de etanol las laminas se tifieron con Tricromico de

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

5.3.3.2. Analisis histomorfométrico de los nervios (densidad axonal, diametro y

espesor de la vaina de mielina)

Para el andlisis histomorfomeétrico, los nervios se fijaron con glutaraldehido (4%, 24 h) y las
areas del nervio cercanas al sitio de coaptacion distal se cortaron transversalmente en
secciones delgadas (Lmm). El nervio contralateral no lesionado sirvié como control del
nervio normal. Las secciones se fijaron con tetréxido de osmio (1%, 2 h), se deshidrataron,
se embebieron en resina Epon y los blogues se procesaron para obtener secciones semi-finas
de 1 pum de espesor que se tifieron con azul de toluidina al 1% (94). Las imagenes se
capturaron en una magnificacion de 100 x, se digitalizaron y analizaron con el programa
ImagelJ evaluado en cada grupo la densidad axonal, el diametro de los axones y el grosor de
la vaina de mielina. En cada muestra evaluada, se hicieron 3 cortes de la zona distal del nervio
y en cada uno de ellos se contaron y midieron el total de axones/mm? presentes en todo el

campo visual. El conteo se realizé por triplicado (Figura 11).

Adicionalmente, los nervios elegidos al azar de cada grupo se fijaron con paraformaldehido
(4%), se lavaron, se incrustaron en Cryomatrix™ Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA), se congelaron y se cortaron longitudinalmente (5 um) con un criostato. Las muestras

se observaron con microscopia de fluorescencia (100 x) (Olympus BX51) a una longitud de
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onda de 495 nm para visualizar la disposicion longitudinal de las fibras de los axones

reparados.

Figura 11. Andlisis histomorfométrico. La imagen presenta un corte de la zona distal del nervio
ciatico después de 12 semanas de realizada la cirugia. Se muestran los axones numerados que se
contaron con el programa ImagelJ.

5.3.4. Consideraciones éticas del manejo animal y residuos biolégicos

En el planteamiento de este proyecto se minimiz6 al maximo el nimero de animales que se
usaron como fuente de las células de Schwann y en el experimento animal. Para la obtencion
de las células de Schwann, se emplearon 2 camadas de 6 ratones ICR de 2 a 5 dias de edad
segun lo descrito en los protocolos establecidos en capitulo 5 “Primary Schwann Cell
Cultures™ del libro “Protocols for Neural Cell Culture”(60). El sacrificio de los animales para
este estudio fue 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 Eutanasia"(95).
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5.3.5. Andlisis estadistico

Todos los ensayos in vitro se hicieron por triplicado o 5 veces dependiendo del experimento,
de manera controlada y en unidades experimentales aleatorizadas. Para el ensayo
experimental animal, se realiz6 un experimento controlado, aleatorizado y en paralelo, con
un grupo de exposicion y dos grupos control (tratamiento estdndar (autoinjerto) y sin
tratamiento). Los datos cuantitativos se muestran como la media + la desviacion estandar. Se
utilizé una prueba ANOVA de una via para evaluar las diferencias entre los grupos, las cuales
fueron significativas cuando p <0.05 o p<0.01, se emple6 el programa OriginLab para los

analisis estadisticos.
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6. Resultados

6.1. Resultados objetivo especifico 1: Elaborar conductos de colageno tipo I con dos fases
de diferente orientacion de poro (unidireccional y multidireccional) y estructura tubular
plegable.

6.1.1. Apariencia macroscépica de los soportes

En la fase inicial de este proyecto se elaboraron 6 prototipos de soportes laminares bifasicos
de colageno tipo | denominados NC, P1, P2, P3, P4 y P5. La apariencia de estos se evaluo
con ayuda de un estereoscopio. En la Figura 12 se muestra una imagen representativa del
prototipo P3 y del conducto que resulta de su plegamiento. Se observa un soporte laminar
constituido por dos zonas continuas con diferentes orientaciones de poros (Figura 12 A). El
soporte humedecido con DMEM se plego de la zona U a la zona M para obtener un conducto
que en su interior contiene matriz con canales aparentemente unidireccionales y con un
diametro aproximado de 2 mm (Figura 12 B). La longitud del conducto obtenido al plegar

el soporte (2 cm?) fue aproximadamente 4 cm (Figura 12 C).

B

Figura 12. Evaluacion macroscépica de un soporte laminar bifasico de colageno tipo | y el conducto
que resulta de su plegamiento. A. Imagen estereoscopica del soporte P3. B. Imagen transversal del
conducto elaborado con P3 humedecido con DMEM. C. Imagen completa de un conducto elaborado
al plegar una soporte de 2 cm?. *:zona M; flecha vertical: zona U.
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Aunque en la Figura 12 se muestra un soporte laminar bifasico circular, en este se trabajo se
elaboraron soportes laminares bifasicos con areas de 10 cm?, los cuales se cortaron para
obtener los soportes requeridos para cada experimento. La Figura 13 A presenta un soporte
bifasico de 1 cm? En las Figuras 13B-D se muestra la secuencia de iméagenes del
plegamiento del soporte humedecido desde la zona U a la zona M, asi como, la del conducto
resultante. En la Figura 13 E se observan conductos elaborados con diametros diferentes.

Figura 13. Soporte bifasico laminar de coldgeno tipo | y formacién de un conducto nervioso. A-D.
Secuencia del plegamiento del soporte. E. Conductos enrollados con didmetros diferentes.

6.2. Resultados objetivo especifico 2: Determinar las propiedades fisicoquimicas,
microestructurales, mecanicas y bioldgicas de los conductos desarrollados.

En esta seccion se presentan los resultados de la caracterizacion de los seis prototipos de
soportes bifasicos que se desarrollaron. También, la caracterizacion mecéanica de los
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conductos elaborados con estos soportes y la evaluacion biologica in vitro del conducto
elaborado con el soporte P3.

6.2.1. Evaluaciéon microestructural de los soportes elaborados

6.2.1.1. Apariencia microestructural de los soportes por microscopia 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 formaron. La Figura 14 muestra
imagenes ESEM representativas de las zonas U y M de todos los soportes. Las secciones
longitudinales evidenciaron claramente la presencia de dos zonas continuas con
direccionalidades diferentes (U y M), asi como, la interfase formada entre ellas (Figura 14
A). Los cortes transversales confirman la existencia de dos zonas con poros orientados
diferencialmente y la interfase de las dos (Figura 14 B). Todas las secciones transversales
de los soportes presentaron poros bien definidos en la zona U, aparentemente, de mayor
tamafio que los de las zonas M. Esta Ultima zona aparentemente es mas densa y compacta
que la zona U (Figura 14 B). La vista ampliada de las secciones transversales de la zona M
de todos los soportes mostré poros heterogéneos, con interconectivad y tamafio de poro
variable (Figura 14 C). La vista ampliada de las zonas U mostr6 poros mas homogéneos que
los observados en la zona M (Figura 14 D). Las zonas U de todos los soportes evaluados
mostraron la formacién de canales continuos y paralelos entre si (Figura 14 E).
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Figura 14. Microscopia electronica de barrido de los soportes laminares bifasicos. A. Corte
longitudinal de los soportes que muestra una zona unidireccional y una multidireccional continuas,
con una interfase entre ellas (flecha blanca). B. Corte transversal del soporte, la flecha blanca sefiala
a la zona U y la flecha negra sefiala a la zona M. C. Magnificacion del corte transversal la zona M.
D. Magnificacion del corte transversal de la zona U. E. Magnificacion del corte longitudinal de la
zona U. NC: soporte no entrecruzado. P1-P5: soportes entrecruzados con glutaraldehido.
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6.2.1.2. Tamario de poro y porosidad

El tamafio de poro y la porosidad de los soportes impactan su interaccion con las células. En
este trabajo el tamafio de poro se evalu6 solamente en los soportes entrecruzados, debido a
la baja estabilidad estructural de los soportes no entrecruzados (NC). La Figura 15 indica
que la dispersion del tamafio de poro fue mayor en las zonas M que en las zonas U de todos
los soportes. El rango de valores para el tamafio de poro de las zonas M de todos los soportes
fue de 100 a 500 um con un promedio de 286.6 + 129 um (Figura 15 A), mientras que el
rango de la zona U de todos los soportes fue de 100 a 400 um con un promedio de 211.3 =
100 um (Figura 15 B). Ademas, las diferencias entre el tamafio promedio de los poros de las

zonas M y U fueron significativas (p = 0.00269 x 10).
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Figura 15. Distribucion del tamafio de poro. A. Zona multidireccional. B. Zona unidireccional. P1-
P5: soportes entrecruzados con glutaraldehido.

La Figura 16 presenta los datos de la determinacion de la porosidad. Las 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 concentracion del agente entrecruzante y fue similar en todos los prototipos
NC-P1-P5.
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Figura 16. Porosidad de los soportes bidimensionales de colageno tipo |. Se muestra un Diagrama
Boxplot elaborado con los datos de la porosidad encontrada en las zonas multidireccional y
unidireccional de los soportes. NC: soporte no entrecruzado, P1-P5: soportes entrecruzados.

6.2.2. Propiedades fisicoquimicas de los soportes desarrollados

6.2.2.1. FTIR de los soportes desarrollados

Los espectros infrarrojos de todos los soportes exhibieron sefiales caracteristicas del colageno
tipo | tanto en las zonas M como en las zonas U (Figura 17 Ay B), lo cual, confirma que el
proceso de fabricacion de los soportes no desnaturaliza al coldgeno nativo. Los picos de
absorbancia observados en los soportes son similares a los espectros del colageno nativo
usado como control (C). Las bandas detectadas en los espectros infrarrojos fueron: amida-A
(estiramiento N-H) en 3334 cm (zonas M) y en 3307 cm™ (zonas U); amida-I (estiramiento
C=0) en =1660 cm? (zonas M) y 1654 cm™ (zonas U); amida-Il (estiramiento CN,
combinacién de flexion NH) a =1557 cm™ (zonas M) y 1551 cm? (zonas U), amida-11I
(estiramiento CN, flexion NH, estiramiento CC) a ~1239 cm™ para ambas zonas. Por el

contrario, el espectro infrarrojo del colageno desnaturalizado (gelatina) fue diferente.
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Figura 17. Espectro FTIR de los soportes de colageno elaborados. A. Espectros FTIR de la zona M.
B. Espectros FTIR de la zona U. P1-P5: soportes entrecruzados. C: colageno nativo. G: gelatina

6.2.2.2. Porcentaje de entrecruzamiento, 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 libre y los grupos carbonilo del glutaraldehido. Por eso, este
parametro disminuye al aumentar los grupos amino libres en el soporte (96). La
determinacion del porcentaje de entrecruzamiento de los soportes se hizo indirectamente,
cuantificando los grupos amino libres presentes en cada soporte. Se encontrd que las zonas
U (elaboradas con 5mg/g) de los soportes P1 y P2 entrecruzados con glutaraldehido al 0.02%
viv'y 0.04% v/v, respectivamente, tuvieron mayor porcentaje de entrecruzamiento que las

zonas M elaboradas con 8mg/g y entrecruzadas con las mismas concentraciones de
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glutaraldehido (p < 0.05) (Figura 18 A). Cuando se utilizé glutaraldehido al 0.06, 0.08 y
0.1% v/v (P3-P5), no hubo diferencias significativas entre los porcentajes de
entrecruzamiento de las zonas U y M de los soportes (p > 0.05). La comparacion de las zonas
U o de las zonas M de los soportes de los prototipos P3-P5 no mostré diferencias
significativas entre ellas (p > 0.05). El porcentaje de entrecruzamiento de las zonas U y M de
estos soportes fue superior al 80%.

En los soportes entrecruzados se determind el glutaraldehido residual debido a que el
glutaraldehido puede ser citotoxico. Se encontrd que los residuos de glutaraldehido aumentan
al incrementar la concentracion empleada para el entrecruzamiento. En las zonas M de los
soportes P1 y P2 no se detectaron residuos del agente entrecruzante, sin embargo, en los
soportes de los prototipos P3-P5 se observé que el glutaraldehido residual fue mayor en las
zonas U que en las zonas M. No obstante, cuando se encontraron residuos de este compuesto
su concentracion fue menor a 6.0x10™* mg de glutaraldehido/mg de soporte (Figura 18 B).

Un conducto injertado en un nervio periférico seccionado debe ser biodegradable para que
pueda ser remplazado por tejido nervioso sintetizado de novo y para que no induzca reaccion
a cuerpo extrafio (14). Las Figuras 18 C y D muestran el porcentaje de degradacién de las
zonas My U de los soportes de los prototipos desarrollados. Las dos zonas de los soportes
NC se degradaron completamente después de 24 h de digestion enzimatica. Contrariamente,
los soportes P1 y P2 fueron mas resistentes, ya que sus zonas My la zona U de los soportes
P1 solo se degradaron totalmente a los 30 dias. El porcentaje de degradacion de la zona M
de los soportes P3-P5 en el dia 30 fue de 65 % (P-3) y 45% (P4-P5) y la degradacion de la
zona U fue de 50% (P3) y 45% (P4-P5). En general, los datos indican que las zonas U de los
soportes P3-P5 se degradaron menos que las zonas M a los 30 dias, ademas, que esta

degradacion disminuye cuando la concentracion de agente entrecruzante aumenta.
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Figura 18. Porcentaje de entrecruzamiento, glutaraldehido residual y degradacion de los soportes. A.
Porcentaje de entrecruzamiento. B. Glutaraldehido residual. C. Degradacion de los soportes en la
zona M. D. Degradacion de los soportes en la zona U. Diferencias significativas: *p<0.05; **p<0.01;
n.s.: p>0.05.

6.2.2.3. Capacidad de sorcién de agua, hinchamiento, angulo de contacto y potencial Z.

Cuando los conductos para regeneracion nerviosa guiada se utilizan como injerto, interactdan
con el ambiente acuoso de los tejidos. Por eso, es importante determinar cuanto liquido
sorben, su hinchamiento y su angulo de contacto (14). También, es importante conocer la
carga eléctrica de la superficie porque ella impacta la adhesion de las células a las fibras del
soporte que forma el conducto (83). La Tabla 3 muestra los resultados de la evaluacion de

la capacidad de sorcidon de liquido, hinchamiento, angulo de contacto y potencial Zeta () de
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las zonas M y U de todos los soportes. La capacidad de sorcién de liquido fue
significativamente mayor (p < 0.05) en las zonas M que en las zonas U de todos los soportes,
también fue mayor en los soportes entrecruzados (P1-P5) que en los soportes no
entrecruzados (NC). Este parametro no varié con la concentracion de glutaraldehido porque
no hubo diferencias significativas (p > 0.05) entre los soportes P1-P5. El porcentaje de
hinchamiento de los soportes P1-P5 en ambas zonas fue mayor que en los soportes NC y no
se presentaron diferencias significativas entre las zonas M y U de los soportes P1-P5. La
evaluacion del angulo de contacto mostro valores superiores a 50° e inferiores a 90°. No se

encontraron diferencias significativas (p > 0.05) entre las zonas M y U de los soportes.

Tabla 3. Capacidad de sorcion de liquido, hinchamiento, &ngulo de contacto y potencial Zeta () de
los soportes NC y P1-P5 (zonas M y U).
Zona Multidireccional

NC | P1 | P2 | P3 | P4 | P5
Capacidad de 2288.2£433.3 5803.6£210.1 5662.2+340.0 5184.9+200.1 5688.3£118.9 5035.0+£213.0
sorcion de liquido
(%) *
Hinchamiento 39.949.9 108.0+£5.1 115.6+10.0 109.1+£9.6 103.8+£3.7 108.18+16.85
(%0)*
Angulo de 63.9+4.8 53.4+£0.9 62.3+£9.6 76.516.6 70.04£6.3 72.30£7.9
contacto
Potencial Z (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 20.3+4.3 56.0+5.6 62.1+5.2 60.9+4.9 61.8+5.8 60.1+7.9
sorcion de liquido
(%) *
Hinchamiento (%) 31.248.2 94.2+12.0 111.3+£11.1 96.5+11.6 115.1+£10.1 99.1+7.9
*
Angulo de 62.949.1 50.0+9.2 76.58+12.16 73.3£9.7 81.7+8.6 72.316.8
contacto
Potencial Z (mV) 9.8+0.3 8.3+£0.7 1.3+2.0 1.1+£1.0 3.8+1.2 1.3+£0.6

*No hay diferencias significativas (p> 0.05) entre las zonas M de los soportes P1 a P5 y entre las
zonas U de los soportes P1-P5.

El potencial Zeta (£) en ambas zonas de los soportes NC fue significativamente mayor (p <
0.05) que en los soportes entrecruzados. En los soportes entrecruzados este parametro 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 de P3-P5, y no hubo diferencias significativas entre ellas

(p > 0.05). En la zona M de los soportes P2-P5 el potencial Z fue significativamente menor
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que en la zona U (p < 0.05). En general el potencial Z disminuy6 al aumentar el

entrecruzamiento de los soportes.

6.2.3. Propiedades mecanicas de los conductos desarrollados

La evaluacion de los experimentos de tension-deformacion en el ensayo de traccion realizado
con los conductos preparados con los soportes P1-P5, indicé que el mddulo elastico (mddulo
de Young) aumenta al aumentar el entrecruzamiento de los soportes. Los valores del médulo
de Young de los soportes NC (0.027 MPa), P1 (0.064 MPa) y P2 (0.230 MPa) no fueron
significativamente diferentes (p > 0.05) mientras que los médulos de P3 (0.437 MPa), P4
(0.876 MPa) y P5 (0.983 MPa) fueron significativamente (p > 0.05) mayores que los de NC,
Ply P2 (Figura 19).
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Figura 19. Mddulo elastico de los conductos desarrollados. Diferencias significativas: *p<0.05;
**p<0.01; n.s.: p>0.05.
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6.2.4. Evaluacion bioldgica in vitro de los soportes desarrollados

6.2.4.1. Evaluacion microscépica 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
Schwann. En las imégenes obtenidas con microscopia de luz se observan células fusiformes,
altamente refringentes y con prolongaciones en forma de aguja (Figura 20 A, B). En la
imagen obtenidas con microscopia de fluorescencia, claramente se aprecian células

fusiformes positivas para S100b (Figura 20 C).

Figura 20. Células de Schwann aisladas de nervio ciatico de ratones neonatos. A. Cultivo primario.
B. Subcultivo de 5% 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 humanas (hASC)

La caracterizacion de las células aisladas de lipoaspirados humanos obtenidos con
consentimiento informado, mostré que cumplen con los criterios minimos establecidos para
las células estromales mesenquimales multipotentes (97). Los resultados de la citometria de
flujo indicaron que estas células son positivas alto para los marcadores CD73, CD90y CD105
alto (99.8%; 99.1%; y 71.8%, respectivamente) y positivas bajo para CD34 y CD45 (2.5% y
5.1%, respectivamente) (Figura 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 anti-CD73 humano (positivo alto 99.8%). B. FITC anti-CD90 humano (positivo alto 99.1%).
C. PerCP/Cy5.5 anti-CD105 humano (positivo alto 71.8%). D. APC anti-CD34 humano (positivo
bajo 2.5%). E. PE / Cy7 anti-CD45 humano (positivo bajo 5.1%).

En la Figura 22 se muestran los resultados de los ensayos de diferenciacion realizados con
las células provenientes de lipoaspirado humano. La evaluacion con microscopio invertido
de luz revela la presencia de celulas fusiformes adheridas a las placas cultivo (Figura 22 A),
que al ser inducidas a la diferenciacion adipogénica exhiben vacuolas lipidicas tefiidas con
aceite rojo después de 7 dias de cultivo (Figura 22 B). Los cultivos incubados durante 14
dias con el kit de diferenciacion condrogenica tifieron positivo para azul de alciano (Figura

22 C). Adicionalmente, los cultivos inducidos a la diferenciacion osteogénica fueron
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positivos para fosfatasa alcalina al séptimo dia y evidenciaron la formacién de depdsitos de
calcio al ser tefiidos con rojo de alizarina después de 21 dias de cultivo (Figura 22 D-E).

Figura 22. Ensayos de diferenciacion de células madre mesenquimales humanas (hASC) en cultivo.
A. Células adheridas a la superficie de poliestireno de los platos de cultivo. B. Células que evidencian
la formacién de vacuolas lipidicas con rojo de alizarina. C. Aglomerado celular positivo para la azul
de alciano. D. Células positivas para fosfatasa alcalina (APL). E. 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 de citotoxicidad, proliferacion y diferenciacion celular se realizaron para
demostrar in vitro la citocompatibilidad de los soportes. Como se menciond en la
“Metodologia” en la evaluacion de la citotoxicidad de los soportes se usaron la linea celular
de células de Schwann RSC96 y células de Schwann primarias. Las células RSC96 incubadas
con los extractos de todos los soportes mostraron porcentajes de viabilidad superiores al 70%
(Figura 23 A). Las células de Schwann primarias incubadas con los extractos de los soportes
NC y P1-P3 también mostraron porcentajes de viabilidad superiores al 70%, mientras que las
incubadas con los extractos de P4 y P5 mostraron porcentajes de viabilidad inferiores al 60%
(Figura 23 B).
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Con el fin de determinar si las células Schwann primarias se adherian y proliferaban en la
zona U de los soportes se hicieron ensayos de proliferacion. Los resultados muestran que en
el dia 7 de cultivo la proliferacion de las células en los soportes P1, P2 y P3 fue
significativamente mayor (p < 0.05) que en los soportes P4 y P5. También, que no se
encontraron diferencias significativas entre P1, P2 y P3 (p > 0.05). EI nimero de células en
los soportes P1, P2 y P3 no fue significativamente diferente a el nimero de células del dia 7
(p = 0.078; p = 0.69; p = 0.58, respectivamente) en el dia 14. Ademas, se encontraron
diferencias significativas en el nimero de células de los soportes P4 y P5 en los dias 7 y 14
(Figura 23 C).

Debido a que el conducto que se injerta en una lesion de nervio periférico debe ser reconocido
por células madre mesenquimales - presentes en el sitio de la lesion - para adherirse,
proliferar y diferenciarse se evalud la proliferacion de hASC sembradas en el soporte P3 en
ausencia o presencia del medio de induccién de células de Schwann. Este soporte se escogio
porque fue el Unico que estaba parcialmente degradado a los 30 dias y porque en los ensayos
de citotoxicidad la viabilidad de las células RSC96 y de las células de Schwann primarias fue
mayor al 70%. La proliferacion de hASC primarias fue significativamente mayor (p < 0.05)
en los cultivos incubados con el medio de induccion de células de Schwann que en los
cultivos incubados sin este medio. Al comparar el nimero de hASC cultivadas con el medio
de induccién en los dias del ensayo, se encontrd que este fue significativamente (p = 1.9 x

10%) mayor en el dia 14 que en los dias 3 y 7 (Figura 23 D).
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Figura 23. Evaluacion de la citocompatibilidad de los soportes. A. Porcentaje de viabilidad celular
de la linea celular RSC96. B. Porcentaje de viabilidad de las células de Schwann primarias. C.
Proliferacion de células de Schwann primarias en soportes P1-P5. D. Proliferacion de las células
hASC en los soportes P3. Diferencias 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 primarias marcadas con éster succinimidilico de diacetato
de carboxifluoresceina (CFDA) se sembraron en las zonas U de los soportes P1, P2, P3, P4
y P5 para evaluar si se adherian a las fibras unidireccionales y su orientacion.
Adicionalmente, se tifieron cultivos con anticuerpos anti S100b y p75N™R. La observacion

con microscopia de fluorescencia de las células marcadas con CFDA mostré la presencia de
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células adheridas a las fibras de colageno tipo | orientadas en la misma direccion de las fibras
del soporte. El analisis inmunohistoquimico demostro que las células sembradas expresan los
marcadores S100b y p75N™R (Figura 24).

CFDA

A
50 pm

Figura 24. Microscopia de fluorescencia y evaluacion inmunohistoquimica de los cultivos de células
de Schwann en lo soportes P1-P5. Se observan células marcadas con carboxifluoresceina diacetato
succinimidil ester (CFDA), las flechas indican la orientacion de las células adheridas a las fibras del
soporte. La tincién con anticuerpos anti S100b y P75N™R 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 la Figura 25 se observan las hASC cultivadas con o sin medio de induccién de Schwann
y tefiidas con DAPI y anticuerpo anti-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 diferenciacion a células similares a Schwann. La alineacion de
las células a lo largo de las fibras unidireccionales de coladgeno del soporte P3 es evidente en

los cultivos incubados con el medio de induccion.
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Figura 25. Células hASC cultivadas en los soportes P3. A-C. Imagenes de los soportes con hASC
incubadas con DMEM vy sin medio de induccién a células de Schwann. D-E. Iméagenes de células
cultivadas con medio de induccion a células de Schwann. A, D. Tincion de nucleos con DAPI. B, E.
Inmunodeteccion de células marcadas con anticuerpo anti S100b. C, F. Combinacion 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 citocompatibilidad del
conducto elaborado con el soporte P3, se procedié a evaluar su seguridad y eficacia en un
modelo murino de lesion de nervio ciatico, el cual, se cre6 durante el desarrollo de esta tesis.
Este soporte se escogid para realizar el conducto porque, como se menciond antes de describir
los resultados de la evaluacion de la actividad bioldgica, fue el que presentd las mejores
caracteristicas fisicoquimicas, mecéanicas y bioldgicas in vitro. A continuacién, se describen

los resultados del experimento animal.
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6.3.1.1. Resultados postquirargicos

Durante el seguimiento clinico de los animales intervenidos, no se evidenciaron dehiscencias
de las heridas ni signos de infeccion postquirargica. Las neurorrafias se realizaron sin
inconvenientes tecnicos y los conductos permitieron su enrollamiento, manejo,

posicionamiento y sutura en el sitio de la lesion.

6.3.1.2. Recuperacién de la funcién motora (indice funcional ciatico -SFI)

Para evaluar cuantitativamente la recuperacién del movimiento locomotor, se calcul6 el
indice funcional ciatico (SFI). Todos los animales intervenidos tenian flexion y contractura
de los dedos del pie del miembro intervenido, esta contractura fue méas notoria en las ratas
lesionadas y no injertadas. La Figura 26 muestra una imagen representativa de las huellas
plantares de los animales registradas a las 4, 8 y 12 semanas después 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 soporte P3. Aungue los animales injertados con
el conducto P3 no extendieron completamente el dedo del pie, mostraron menos contractura
y un aumento en la extensién de los dedos similar a lo observado en el grupo de autoinjerto

a las 8 y 12 semanas después de la cirugia.
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Figura 26. Huellas plantares. A. Extremidad contralateral sin intervenir (usada como control). B.
Autoinjerto. C. Injerto de conducto P3. D. Cicatrizacion por segunda intencion.

k -

El SFI no se determino en las dos primeras semanas porque los animales no podian extender
los dedos de los pies. Los valores de SFI a las 4 y 8 semanas fueron significativamente

menores (p <0.05) para los animales lesionados no injertados que para los animales
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autoinjertados e injertados con P3, sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre estos dos Ultimos grupos (p = 0.618). En la semana 12, se observo una recuperacion
parcial de la funcion locomotora en los dos grupos injertados, que no fue significativamente
diferente (p = 0.999). La mayoria de los animales lesionados no injertados realizaron
autotomia en dos 0 mas dedos en la semana 12; por eso, el SFI de este grupo no se determiné

después de la semana 8 (Figura 27).
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Figura 27. indice funcional ciético. Valores 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 animales se sacrificaron para evaluar la reparacion
del nervio ciatico. En el auotinjerto la sutura fue reabsorbida, se observo la continuidad del
nervio reparado, la apariencia fue similar a los cabos distal y proximal del nervio (Figura 28
A-B). En los animales injertados con el conducto P3 tampoco se observo evidencia de sutura,
el recambio del conducto y su reemplazo con tejido nervioso de didmetro y apariencia similar
al mufidn distal. Las caracteristicas clinicas del nervio formado fueron similares a las del

nervio autélogo injertado (Figura 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 mufion distal (Figura 28
E-F).

Figura 28. Observacion del nervio ciatico intervenido y reparado. A. Autoinjerto; las flechas indican
los puntos de la sutura epineural. B. Reparacion lesion intervenida con el autoinjerto. C. Lesion
injertada con el conducto P3. D. Reparacidn lesion injertada con el conducto P3. E. Nervio ciatico
reseccionado del animal no tratado. F. Reparacion lesion no injertada; las lineas punteadas delimitan
los brotes axonales desorganizados no regenerados. Las imagenes de las zonas reaparadas fueron
tomadas doce semanas despues de la cirugia.
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6.3.1.4. Andlisis histomorfométrico de los nervios

Para el analisis histoldgico se usaron cortes de la zona distal de los nervios reparados de todos
los animales (grupos I, 11y 111). Como control se incluy0 el nervio sano de una extremidad
contralateral no intervenida. En los cortes del nervio sano se encontraron axones mielinizados
uniformes, con morfologia redonda y envoltura mielinica intensamente tefiida de azul, asi
como, pocas agrupaciones 0 “clusters” de axones en proceso de mielinizacion (Figura 29
A). En el nervio autoinjertado se observaron axones mielinizados con un diametro
aparentemente menor que el didmetro de los axones sanos de la Figura 29 A. Se evidencio
mas tejido conectivo de sostén y vainas de mielina delgadas, que no parecen corresponder al
diametro del axdn, en algunos axones en proceso de mielinizacién; también, se observaron
agrupaciones de axones en proceso de regeneracion (Figura 29 B). Hallazgos similares se
encontraron en el analisis del nervio injertado con el conducto P3, en el que se detectaron
axones mielinizados de diametro mediano y pequefio, agrupados en pequefios haces y
distribuidos a lo largo del corte transversal del nervio. Sin embargo, en este caso la asimetria
de los axones fue mayor que la simetria encontrada en el nervio autoinjertado (Figura 29 C).
En el nervio seccionado reparado por segunda intencién se observaron pocos axones,

abundante tejido conectivo y ausencia de haces (Figura 29 D).
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Figura 29. Evaluacion histologica de secciones transversales de los nervios reparados tefiidas con
azul de toluidina. A. Nervio ciatico. Flecha negra: axon simétrico; flecha roja: nucleo de una célula
de Schwann; flecha blanca: invasiones mielinicas hacia la region axonal; rectdngulo rojo: axones en
proceso de regeneracion. B. Nervio ciatico autoinjertado. Flecha negra: axon mielinizado con
didmetro menor al de los axones del nervio sano; flecha roja: vainas de mielina delgadas en proceso
de mielinizacion; *: tejido conectivo; rectangulo rojo: axones en proceso de regeneracion. C. Nervio
ciatico injertado con el conducto P3. Flecha negra: axon asimétrico, *: tejido conectivo; rectangulo
rojo: axones en proceso de mieliniacion; circulo punteado: axones dispuestos en fasciculos. D. Nervio
ciatico reparado por segunda intencion. Flecha negra: axones amielinicos; *: tejido conectivo.

Se hicieron cortes longitudinales de fasciculos de fibras nerviosas de los nervios sanos e
intervenidos, las cuales, se visualizaron con microscopia de autofluorescencia. Las imagenes
mostraron fibras nerviosas orientadas unidireccionalmente en el nervio sano (Figura 30 A)
y en el nervio autoinjertado (Figura 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 anteriores (Figura 30 C). En el nervio lesionado no injertado, se
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observaron fibras desorganizadas y brotes axonales orientados en diferentes direcciones
(Figura 30 D).

Figura 30. Imégenes de autofluorescencia representativas de los cortes longitudinales de los nervios
tratados. A. Nervio periférico sano. Flechas blancas: fibras longitudinales de tejido endoneural. B.
Nervio periférico autoinjertado. Flecha blanca: fibras densas de tejido endoneural orientadas
longitudinalmente parecidas a las del nervio sano. C. Nervio injertado con el conducto P3. Flecha
blanca: fibras de tejido endoneural orientadas longitudinalmente con densidad disminuida; *: espacios
entre las fibras. D. Cabo nervioso presente en los brotes axonales de los animales no injertados: se
observa pérdida de la estructura del tejido endoneural.

La valoracion cuantitativa realizada con el andlisis histomorfométrico mostro que la densidad
axonal fue similar en los animales sanos e injertados (p > 0.05). No hubo diferencias
significativas entre el autoinjerto y los animales injertados con el conducto P3 (p = 0.999).
En el grupo no injertado, este pardmetro fue significativamente menor que en los animales

autoinjertados (p=0.018) y en los injertados con el conducto P3 (p = 0.020) (Figura 31 A).
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El didmetro de los axones en los dos grupos injertados fue similar (p = 0.283), sin embargo,
los didmetros del autoinjerto y de los nervios injertados con P3 fueron significativamente
mas bajos que los del control sano (p = 0.004 y p = 1.2 x 107, respectivamente). Este
parametro fue significativamente menor en los animales no injertados que en los animales
con autoinjerto (p = 0.006) o injertados con el conducto P3 (p = 0.001) (Figura 31 B). El
grosor de la mielina fue similar en animales sanos, en los autoinjertados y en los injertados
con el conducto P3 (p =0.709 y p = 0.059, respectivamente) y no hubo diferencias entre los
grupos injertados (p = 0.432). Sin embargo, este grosor fue significativamente menor en los
animales no injertados que en los sanos (p = 5.2 x 10™), autoinjertados (p = 0.007) e
injertados con el conducto P3 (p = 0.001) (Figura 31 C).
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Figura 31. Andlisis histomorfométrico. A. Densidad de axones por mm?2. B. Didmetro de los axones.

C. Grosor de mielina. Diferencias significativas: *p < 0.05; **p < 0.01. Diferencias no significativas:
n.s.: p>0.05.
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6.3.1.5. Analisis cualitativo del mudsculo gastrocnemio

Las secciones transversales del muasculo gastrocnemio de los miembros intervenidos fueron
tefiidos con tricromico de Masson y analizadas histolégicamente (Figura 32). En el musculo
sano del miembro contralateral no intervenido empleado como control, se observaron formas
poligonales caracteristicas del tejido muscular (Figura 32 A). Estas formas poligonales
también se vieron en el masculo de los animales autoinjertados e injertados con el conducto
P3, sin embargo, en estos grupos se evidencio presencia de coldgeno (coloracion azul) y
tejido adiposo (espacio en blanco tabicado) (Figuras 32 B, C). En el grupo no injertado se
encontraron fibras musculares atréficas de aspecto irregular, tejido conectivo fibroso que

reemplaza el tejido muscular y vasos sanguineos (Figura 32 D).

Figura 32. Evaluacién histolégica de cortes transversales del musculo gastrocnemio. A. Tejido
muscular sano con células esqueléticas estriadas con morfologia hexagonal y numerosos ndcleos en
color azul (flechas negras). B. Tejido muscular de animales autoinjertados. C. Tejido muscular de
animales injertados con el conducto P3. D. 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 lesién del nervio ciatico puede
provocar atrofia muscular (98). Para evaluar la atrofia muscular, se establecio la relacion
entre la masa muscular del musculo gastrocnemius del miembro intervenido y la masa
muscular del musculo gastrocnemius del miembro sano contralateral. Después de pesar los
musculos fijados de los lados lesionados (Wi) y sanos (Wh), se determing la relacion Wi /
Wh. Los animales implantados con el autoinjerto tuvieron mayor masa muscular que los
animales injertados con P3, sin embargo, la diferencia no fue significativa (p = 0.083). En
los animales no injertados, esta relacion fue significativamente menor que en los animales
que recibieron el autoinjerto (p = 0.003) y en los animales injertados con P3 (p = 0.031)

(Figura 33).
1.2

n.s.

Relacion masa muscular
gastrocnemius

Autoinjerto Conducto P3 No injertado

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

La regeneracion de las lesiones nerviosas periféricas continGa siendo un desafio para la
investigacién médica. El autoinjerto de nervio ha sido el tratamiento estandar para las
lesiones grandes, sin embargo, este enfoque esta limitado por la disponibilidad de nervios
autologos y porque puede presentarse fallo terapéutico que resulta en la pérdida de
sensibilidad y funcion motora (5). Para el tratamiento de nervios periféricos lesionados que,
como consecuencia del tamafio de la lesion, no pueden regenerarse espontaneamente se han
desarrollado conductos nerviosos elaborados con diferentes materiales que sirven como
neuroprotectores y guias del crecimiento del cono axonal. Aunque la mayoria de estos
conductos funcionan en defectos nerviosos menores de 3.0 cm, su uso en lesiones mas largas
es controvertido (8,19). Hoy en dia se sabe, que los soportes con microestructura orientada
impactan la morfologia y el comportamiento de las células que crecen dentro de ellos (21,23).
Trabajos publicados han demostrado que conductos de colageno-elastina cilindricos con
canales longitudinales en el interior promueven el crecimiento axonal dirigido (25,26). Para
elaborarlos, se utiliz6 un procedimiento de congelacion unidireccional patentado (99) que
promueve el congelamiento de la dispersion de coldgeno-elastina en forma vertical desde la
parte inferior hacia la superior del dispositivo de congelamiento. Las esponjas con canales
longitudinales resultantes se perforan para extraer cilindros con canales orientados
longitudinalmente con diametros y longitudes fijos. A pesar de que estos conductos ofrecen
canales unidireccionales que guian el crecimiento axonal en forma parecida a como lo hace
el autoinjerto nervioso, su diametro no se puede ajustar al de los mufiones intervenidos.
Cuando esto ocurre, el injerto puede no funcionar causando el fracaso de la intervencion

terapéutica.

En el mercado se encuentra una ldmina de colageno | (NeuraWrap®) que envuelve los
nervios periféricos lesionados, ajustandose al diametro de los mufiones del nervio afectado.
Sin embargo, por ser una envoltura este producto carece de microestructura interna

direccionada que guie el crecimiento axonal. Por eso, al actuar como una interface no
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constrictiva que separa al nervio lesionado del ambiente tisular que lo rodea no esta indicado

para direccionar la regeneracion de los axones nerviosos (100).

Como alternativa a los productos existentes y con el fin de superar sus limitaciones, esta tesis
propuso evaluar la hipotesis de que un soporte bifisico con una zona de poros
unidireccionales continua a una con poros multidireccionales, se puede enrollar para formar
un conducto con microestructura unidireccional interna cubierto por una envoltura con
microestructura multidireccional externa; el cual, se pueda ajustar durante el acto quirdrgico
al diametro de los mufiones del nervio en que se injerte. Inicialmente, se establecié un
procedimiento para congelar, con métodos diferentes y de manera secuencial, dos
dispersiones de colageno tipo | de concentraciones diferentes (5 mg/g y 8 mg/g). Aplicando
una metodologia establecida y patentada por nuestro grupo de investigacion (74,75), la
dispersion de menor concentracion se expuso a un gradiente de temperatura con el fin de
congelarla longitudinalmente - de un extremo al extremo opuesto del dispositivo de
congelamiento - para formar cristales de hielo unidireccionados que sirvieran como

porogenos. El dispositivo de congelamiento empleado en el proceso, disefiado durante la

ejecucion de esta tesis, permitié que después de hacer el congelamiento unidireccional de la

dispersion de colageno de menor concentracion se pudiera servir la dispersion de mayor
concentracion y congelar - siguiendo un procedimiento empleado por el grupo - para obtener
soportes con cristales de hielo orientados en diferentes direcciones. Al liofilizar las
dispersiones congeladas diferencialmente, se obtuvieron soportes bifasicos laminares (10
cm?) de colageno tipo | constituidos por una zona con poros unidireccionales (U) adyacente
a una zona con poros multidireccionales (M). Con este disefio, el soporte bifasico se puede
plegar desde la zona unidireccional a la multidireccional las veces que se requiera para que
el conducto coincida con el didmetro de los mufiones que se quieren conectar. Debido a que
hasta el momento ningun producto comercial tiene una estructura tridimensional adaptable
al diametro del nervio seccionado el procedimiento establecido, el soporte bifasico y el
conducto se incluyeron en una solicitud de patente presentada por la Universidad Nacional
de Colombia Sede Bogota a la Superintendencia de Industria y Comercio y via Patent

Cooperation Treaty (PCT).

103



La evaluacion de la microestructura de la zona U de los soportes demostré la formacion de
poros que forman canales continuos con baja interconectividad, indispensables para que al
formar el conducto se guie el crecimiento axonal in vivo. Los resultados de la evaluacion
preclinica hecha en el modelo animal de lesion de nervio ciatico confirmaron que el conducto
elaborado con el soporte P3 previene brotes nerviosos desorganizados y guia el crecimiento
axonal unidireccionalmente. También, que en el nervio ciatico injertado se formaron
estructuras similares a la del tejido endoneural, lo cual, previene la interferencia en la

conduccion de los impulsos nerviosos de axones vecinos (34).

El didametro de los poros que forman los microcanales de la zona U, es importante porque
permite la migracion axonal y de las células de Schwann, el crecimiento de los vasos
sanguineos y la difusidn de factores neurotroficos dentro del conducto nervioso. Un didmetro
demasiado pequefio evita el crecimiento de los vasos sanguineos y el intercambio efectivo de
nutrientes y fluidos en los conductos (101). Aunque no son muchos los trabajos que evallen
el efecto del diametro de los microcanales de los soportes unidireccionados en el crecimiento
axonal se ha descrito que los axones, los vasos sanguineos y las células gliales son
regeneradas en microcanales lineales con diametros en el rango de 100 um a 300 um (102).
En esta tesis, la dispersion del tamafio de los poros de la zona U del soporte P3 estuvo entre
67.01 um y 303.2 pm, con un promedio de 184 pm, el cual se encuentra en el rango de los
diametros de los fasciculos individuales (200 um y 1000 pm) de los nervios femorales y de
los nervios que conforman las extremidades superiores humanas (103,104). Lo interesante,
es que el trabajo pudo confirmar con los resultados del modelo animal que el tamafio de los
poros fue compatible con el crecimiento axonal organizado y unidireccional en el nervio

ciatico seccionado.

El tamafio medio de los poros de las zonas M (286.6 = 129 um) de todos los soportes fue
mayor que el tamafio medio de la zona U (211.3 = 100 um). El resultado descrito, no soporta
la hipétesis de que la envoltura del conducto nervioso elaborado con mayor concentracion de

colageno previene la migracion de fibroblastos hacia el interior del conducto porque los
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tamafios de poro de las zonas M son 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 observada al emplear el autoinjerto, sugiere que la disposicién en
la capa externa de la zona con poros multidireccionales y en la parte interna de los
microcanales formados por los poros unidireccionales de la zona U controla la presencia de
fibroblastos en la zona del nervio injertada favoreciendo el crecimiento axonal y el de las

células de Schwann.

En estrecha relacion con el parrafo anterior, los resultados de la degradacion enzimatica
mostraron que en el dia 30 el 65% de la zona M y el 50% de la zona U del soporte P3 se
habian degradado. El hecho de que la zona M se degradara mas rapido que la zona U, que
constituye la microestructura unidireccional del interior del conducto, sugiere un efecto de
barrera de la envoltura multidireccional del conducto en las fases temprana e intermedia de
la reparacion, suficiente para crear el microambiente inicial que propicia la migracion guiada
de los axones del mufién proximal. Los datos clinicos, histologicos e histomorfométricos
sugieren que una vez iniciada la reconexién, la degradacion gradual de la envoltura formada

por la zona M evita la compresion de los axones (106).

Un conducto que guie la regeneracion de nervio periférico debe encontrar un equilibrio entre
la estabilidad mecanica - proporcionada por el entrecruzamiento - y la biodegradacion
(69,107). EIl soporte P3 entrecruzado con glutaraldehido al 0.06% fue el Gnico soporte
citocompatible que no se degradé completamente en el dia 30 del ensayo enzimatico; como
se mencion6 anteriormente, este fue uno de los resultados que se tuvo en cuenta en la
escogencia del conducto P3 para el estudio preclinico en el modelo animal. Al degradarse
mas lentamente que los otros soportes no citotoxicos (N, P1y P2), permite que el conducto
guie la migracién axonal mientras ocurre la reconexion. Esta decision probo ser acertada ya
que los resultados del ensayo animal indirectamente demostraron que el conducto P3 se
degrada permitiendo que el proceso de regeneracion del nervio ciatico lesionado se lleve a

cabo.
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Cuando se injertan los conductos se exponen a fluidos bioldgicos, por eso, es importante
estudiar la hidrofilicidad de los soportes y su capacidad de interactuar con fluidos. Estos
parametros predicen la capacidad que tiene el conducto para permitir la difusion/flujo de
nutrientes desde el liquido intersticial al tejido nervioso (20). Este trabajo no encontrd
diferencias significativas en la porosidad y tamafio de poro de las zonas U y M de los
soportes. Sin embargo, demostrd que la direccionalidad del poro afecta la capacidad de
sorcion de liquidos de los soportes, lo cual, se puede explicar por sus diferencias en
composicion y microestructura. Por composicion, porque al aumentar la concentracion de
colageno las fibras poliméricas hidrofilas aumentan y con ello la capacidad de retener
liquidos (27). Por eso, en todos los casos los valores de capacidad de sorcion de liquidos
fueron mas altos en las zonas M (8 mg /g) que en las U (5 mg/g). Por microestructura, porque
al aumentar la tortuosidad también aumenta la capacidad de retener liquidos del soporte
(108,109). De ahi, que las zonas M al ser méas tortuosas que las zonas U presentaran mayor
capacidad de sorcion. Finalmente, los valores de angulo de contacto, por encima de 50° y por
debajo de 90°, indicaron que todos los soportes son hidrofilicos. En conjunto, la capacidad
de sorcion de liquidos y la hidrofilicidad de los soportes producidos sugieren su habilidad de

retener agua y su capacidad de interactuar con las células in vivo (110).

Es conveniente estudiar las propiedades de traccion de los conductos nerviosos porque los
nervios periféricos in vivo estan expuestos constantemente a una carga que da lugar a una
tension de traccion (111). Ademas, porque los conductos nerviosos deben ser flexibles para
evitar la compresién de los axones en crecimiento (14). EI médulo de Young del conducto
elaborado con el soporte P3 (0.437 MPa) fue cercano al del nervio ciatico descelularizado de
ratas (0.576 £ 0.16 MPa) (112). Los resultados del experimento animal confirmaron la
importancia de este valor predictivo de la flexibilidad y la resistencia exhibida por el
conducto in vivo, ya que al injertar el conducto P3 en el nervio ciatico transectado se
promovidé la reconexion axonal del 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 lesionado porque impacta la adhesion de neuronas, células de Schwann y otros
tipos de células (83,113). Los fibroblastos se adhieren menos a soportes con carga superficial
negativa que a soportes con carga superficial positiva (114). En este trabajo el potencial Z
fue negativo en las zonas M y positivo en las zonas U de los soportes P3-P5. Aungue no se
evalud la adhesion celular a cada una de estas zonas, los datos de potencial Z sugieren que la
envoltura exterior del conducto formada por las zonas M del soporte, no favorece la adhesion
de los fibroblastos a su superficie. También, que el interior unidireccional formado por las
zonas U promueve la adhesion y proliferacion de las células de Schwann in vivo. Estudiar el
efecto del potencial Z en la adhesion de fibroblastos y células de Schwann, puede ayudar a
comprender mejor como el conducto P3 favorece la reconexion axonal en forma similar a

como lo hace el autoinjerto.

Los ensayos in vitro de citotoxicidad y crecimiento de las células en los soportes son buenos
predictores de la citocompatibilidad que in vivo tiene un conducto para regeneracion
nerviosa. Ademas, hacen parte de la evaluacién de seguridad y eficacia requerida para
determinar el potencial del conducto para interactuar con las células que pretende guiar
durante la reconexion axonal. Esta tesis analiz6 estos pardmetros en todos los soportes
desarrollados como parte de la caracterizacion de su actividad biolégica y los resultados de
estos ensayos, junto con los de los ensayos mecanicos y fisicoquimicos, se tuvieron en
cuentan en la seleccion del soporte P3 para elaborar el conducto P3 empleado en el ensayo
animal. La citocompatibilidad del conducto P3 fue confirmada por los resultados funcionales,
histologicos e histomorfométricos de la evaluacion preclinica, demostrandose el valor

predictivo de los ensayos in vitro.

Un conducto que conecta un nervio transectado debe interactdar con las células madre
presentes en la zona lesionada, las cuales, tienen el potencial de convertirse en células
similares a Schwann y expresar factores neurotréficos NGF, BDNF, GDNF y NT4 (98,115).
Por lo anterior, este trabajo también uso cultivos primarios de hASC sembradas en la zona U

del soporte P3 para evaluar su diferenciacion a células similares a células de Schwann en
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presencia o ausencia de medio de induccién de células de Schwann. Efectivamente, las hASC
se adhirieron y alinearon en la misma direccion de las fibras unidireccionales del soporte;
ademas, proliferaron y se diferenciaron en células S100b positivas con morfologia de huso

tipica de células de Schwann.

Como se menciond anteriormente, se cred un modelo murino de lesion de nervio ciatico con
el que demostré que el conducto formado con el soporte bifasico P3 se ajustaba al diametro
de los mufiones y guiaba a través de su microestructura interna unidireccionada el
crecimiento axonal. Los datos del anélisis histolégico mostraron la presencia de axones
mielinizados en la porcion distal de los nervios injertados en todos los animales tratados con
el conducto y con autoinjertos. Aunque el didmetro de los axones en estos dos grupos parecia
menor que el del nervio sano utilizado como control, el analisis histomorfométrico no mostré
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 formados en animales autoinjertados, 1o
que indica que las fibras formadas en el conducto P3 eran menos maduras. En general, el
ensayo animal demostrd que este conducto es biocompatible, se integra y remodela cuando
se injerta en la lesion del nervio ciatico promoviendo la regeneracion 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, el masculo gastrocnemio se atrofia cuando se lesiona el nervio ciatico. Esto 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 encontramos diferencias en el peso del musculo
gastrocnemio entre 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
injertados. Los datos presentados en este trabajo confirman que injertar el conducto P3 en las
lesiones del nervio cidtico 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 reportada. Con la utilizacion secuencial de los dos procedimientos
de congelamiento se obtuvo una dispersion congelada bifasicamente. La liofilizacion de esta
dispersion  produjo  soportes  laminares con  zonas  porosas  continuas
unidireccionales/multidireccionales, que al enrollarse desde la zona unidireccional a la
multidireccional forman un conducto con microestructura interna unidireccional que guia el
crecimiento axonal. Se debe hacer énfasis en que el diametro del conducto se puede ajustar
al diametro de los mufiones de un nervio periférico seccionado, controlando el nimero de
plegamientos de la zona U del soporte. La evaluacion in vitro de las propiedades
fisicoquimicas, microestructurales y mecéanicas de los soportes, asi como, el estudio de
bioactividad (biodegradabilidad, glutaraldehido residual, citocompatibilidad) sirvieron para
escoger al soporte P3 para hacer los ensayos de proliferacion y diferenciacién de los cultivos
de hASC primarias y para realizar el estudio preclinico en el modelo de lesién de nervio
ciatico que se desarrolld durante la tesis. Los resultados de la evaluacion in vivo de los
conductos P3 fueron similares a los obtenidos con el autoinjerto, que hasta el momento es el
tratamiento estandar. Lo cual, evidencia la biocompatibilidad del conducto elaborado con el
soporte bifasico y confirma la hipdtesis de la tesis. fue la primera aproximacion del grupo de

investigacion en el desarrollo de conductos nerviosos a nivel nacional.
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9. Recomendaciones

Aunque los datos del experimento animal muestran que el conducto P3 es biocompatible,
biodegradable, eficaz y seguro se debe explorar el efecto del conducto en la regeneracion de
nervio periférico a nivel celular y molecular. Se recomienda evaluar la adhesion y migracion
de fibroblastos y células inflamatorias en la zona M del conducto, asi como, la capacidad de
mantener los factores neurotroficos liberados por las células de Schwann y los axones de
neuronas de la zona U del conducto. También, evaluar la relacion de los axones regenerados

con la funcién motora o sensorial.
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10. Texto del articulo: “Adjustable conduits for guided peripheral nerve regeneration
prepared from bi-zonal unidirectional and multidirectional laminar scaffold of
type I collagen”

111



Materials Science & Engineering C 121 (2021) 111838

Contents lists available at ScienceDirect

Materials Science & Engineering C

journal homepage: www.elsevier.com/locate/msec

ELSEVIER

Check for

Adjustable conduits for guided peripheral nerve regeneration prepared i
from bi-zonal unidirectional and multidirectional laminar scaffold of type
I collagen

a,b, 1

a,c,

Diana Millan , Ronald A. Jiménez ! Luis E. Nieto®, Ivan Y. Poveda®, Maria A. Torres”,
Ana S. Silva‘, Luis F. Ospina’, Joao F. Mano ¢, Marta R. Fontanilla®"

2 Tissue Engineering Group, Department of Pharmacy, Universidad Nacional de Colombia, Av. Carrera 30 # 45-10, 111321 Bogotd, Colombia
® Universidad El Bosque, Facultad de Medicina, Colombia

¢ Universidad El Bosque, Facultad de Ciencias, Colombia

9 Department of Chemistry, CICECO, University of Aveiro, Campus Universitario de Santiago, 3810-193 Aveiro, Portugal

¢ Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Javeriana, Carrera 7 # 40-62 Of 726, Bogota, Colombia

fDepamnenr of Pharmacy, Universidad Nacional de Colombia, 111321, Av. Carrera 30 # 45-10, Bogotd, Colombia

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Bi-zonal scaffolds

Collagen type I

Peripheral nerve regeneration
Schwann cells

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 neuromas. Often, the 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 by a multidirectional pore zone.
Collagen type I 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)
pore zone. The physicochemical and microstructural properties of the scaffolds were determined and compared,
as well as their biodegradability, residual glutaraldehyde and cytocompatibility. Also, the Young’s modulus of
the conduits made by rolling up the bizonal scaffolds 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 unidirectional porous fibers, proliferated,
and differentiated into Schwann-like 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 grafted lesions.
The in vivo results demonstrated that the tested conduit can be adapted to the diameter of the nerve stumps to
guide their growth and promote their regeneration.

1. Introduction the injury allows it, reconstructive surgical procedures like tension free

end-to-end (ETE) and end-to-side (ETS) neurorrhaphies [5,6] are

Each year, more than one million people worldwide are affected by
injuries of peripheral nerves [1]. These injuries result in functional
limitations and neuropathic impacts that disturb the life quality of the
patients and increase costs in the health system [2-4]. Complete tran-
section of axon and connective tissue — neurotmesis- and damage of the
axons in which the continuity of connective tissue and nerve is main-
tained - severe axonotmesis — are treated surgically [4]. When the size of
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commonly used. The ETE procedure sutures the resulting stumps of a
transected nerve, and the ETS procedure coaptates the distal stump of an
injured nerve to an adjacent intact nerve [5,6]. Tension-free sutures
cannot be achieved when a critical length is reached [7]. Beyond this
length, sensory nerve autograft is the gold standard method to recon-
struct motor sectioned nerves. In humans, gaps up to 3 cm are bridged
with sensory nerve autografts [8].
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Commonly, nerves from the patient’s hand, arm or leg (e.g: ante-
brachial cutaneous nerve, sural nerve, dorsal cutaneous nerve, superfi-
cial peroneal nerve, and posterior and lateral cutaneous) are used to
reattach severed nerves [5]. Nevertheless, some major disadvantages of
autografts include the morbidity of the donor site, low availability of
autologous nerve, loss of sensitivity, and mismatches of diameter be-
tween the donor and recipient nerves [9]. Further, graft success may be
limited by the size of the defect, donor nerve vascularization and graft
fascicular architecture, among others [10]. Hence, allografts have been
developed to overcome the limitation of autologous donor nerve.
However, there is only one nerve allograft that has been approved by the
FDA for nerve reconstruction [11]. As a consequence, nerve guidance
conduits (NGCs) made of natural, synthetic and hybrid materials have
been used as artificial nerve grafts when an autograft is not feasible [12].
A majority of these conduits are tubular structures designed to enclose
and connect the nerve stumps of a transected nerve [12].

Collagen type I is among the natural materials used to manufacture
artificial grafts [11,13-16]. This protein is the main constituent of pe-
ripheral nerve extracellular matrix, and was the first natural polymer
used to manufacture NGC for peripheral nerve regeneration [17]. Most
of the collagens NGCs already approved by the US Food and Drug
Administration (FDA) are hollow tubular structures, which reconnect a
sectioned nerve after being sutured to the proximal and distal stumps
[8,18]. Still, their lack of internal microstructure -in several cases-
hinders the axonal regrowth required to promote axon reconnection of
the distal nerve stump [19].

Experimental evidence indicates that the presence of an internal
matrix with unidirectionally oriented fibers impacts peripheral nerve
repair mechanisms [20]. For instance, poly (acrylonitrile-co-acrylate)
conduits with internal aligned fibers improved axon regeneration
compared to those made with the same material but with randomly
oriented internal fibers [21]. Topographical signals from poly(e-capro-
lactone) conduits aligned by electrospinning upregulated myelin-
associated glycoprotein (MAG), protein zero (PO) and myelin basic
protein (MBP) genes, and promoted Schwann cell maturation [22]. Also,
a microtube array sheet (MTAS) with unidirectional topography ori-
ented the migration of Schwann cells and the extension of neurites from
spinal cord and dorsal root ganglion neurons [23]. Likewise, cylindrical
scaffolds with unidirectional pores obtained by punching collagen type I
and elastin unidirectional sponges, and placed on contact with rat dorsal
root ganglia, promoted aligned migration of axons and Schwann cells
[24]. Pre-clinical evaluation of the abovementioned conduits previously
seeded with Schwann cells in a rat model of sciatic nerve defect that
preserved the epineural tube, showed animals recovered without signs
of inflammation or neuroma formation [25]. Despite the in vitro and
preclinical data supporting the role of unidirectional fillers in promoting
guided axon growth and nerve repair [21], the FDA has approved to
commercialize only one conduit made with an external matrix of
collagen type I, and an internal unidirectional oriented matrix made of
collagen type I and chondroitin-6-sulphate [8,16]. Present NGCs
perform well when they are grafted into short gaps: in humans the
accepted success rates decrease when defects are larger than 3 ecm
[8,10]. However, regeneration is still significantly lower than that
observed with autograft controls [21]. Thus, designing and evaluating
new devices that promote regeneration of peripheral nerve is still
required.

Existing NGCs are manufactured with fixed diameters. Hence, mis-
matches between the NGC diameter and the diameter of the stumps it
intends to reconnect can occur. Such mismatches are disadvantageous
because a difference in nerve gauge can lead to graft failure [8]. In
previous works we have described the manufacturing of aligned laminar
scaffolds of collagen type I [26]. Briefly, acidic dispersions of this pro-
tein were horizontally frozen and lyophilized to obtain laminar scaffolds
(10 em?) with unidirectional pores in which cells adhered and grew
aligned to the unidirectional fibers of their pores. The present work
presents an absolutely new design of a laminar scaffold with two
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continuous zones of differently oriented pores (unidirectional and
multidirectional). Since the two zones are continuous, the scaffold can
be rolled-up by the surgeon from the unidirectional to the multidirec-
tional zone, and in this way form a conduit adjusted to the diameter of
the stumps of the peripheral nerve that has been sectioned. When rolled,
the unidirectional and multidirectional zones of the scaffold will
respectively form the inner fill and outer sheath of the conduit. The
proposed scaffold with such a unique architecture and configuration
represents a new generation of conduits that might impact in vivo pe-
ripheral nerve regeneration.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Bovine tissue used to isolate collagen type I was purchased from San
Martin packing plant (Bogota, Colombia). Ethanol 96%, ethyl ether,
sodium hydroxide, sodium chloride, acetic acid glacial, isopropyl
alcohol, sodium sulfite, and glycine were provided by Merck (Germany).
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS),
antibiotic-antimycotic solution (100x), MEM vitamin solution (100x),
sodium pyruvate (100x) solution, trypsin, EDTA, MTT (3-(4,5-Dime-
thylthiazol-2-y1)-2,5-Diphenyltetrazolium  Bromide),  phosphate-
buffered saline (PBS), StemPro™ adipogenesis differentiation kit,
StemPro™ chondrogenesis differentiation kit, StemPro™ osteogenesis
differentiation kit, and Hank’s balanced solution were purchased from
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Rabbit complement
(C12CC), sodium dimethyl sulfoxide (DMSO), forskolin, ninhydrin,
collagenase type I, poly-L lysine, cytosine-f-arabinofuranoside hydro-
chloride, B-mercaptoethanol, and all-trans retinoic acid were supplied
by Sigma-Aldrich Chemical Co (St. Louis, MO, USA). Recombinant
heregulin p1, vybrant™ CFDA SE cell tracer, rabbit IgG polyclonal
antibody S100b, recombinant platelet derived growth factor (PDGF-
AA), recombinant basic fibroblast growth factor (bFGF), and Shandon™"
Cryomatrix™ embedding resin were purchased from Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, USA). Rat anti-mouse Thy 1.2 antibody, rabbit
1gG polyclonal p7SNTR, PerCP/Cy5.5 anti-human CD105 antibody (cat.
323216), PE anti-human CD73 antibody (cat. 344004), PE/Cy7 anti-
human CD45 antibody (cat. 368532), APC anti-human CD34 antibody
(cat. 343608), and FITC anti-human CD90 antibody (cat. 328180) were
supplied by BioLegend (San Diego, CA, USA). Goat anti-rabbit IgG H&L
(FITC) was purchased from Abcam (cat. ab6717; Cambridge, MA, USA).
Vectastain ABC HRP kit (peroxidase, standard), DAB peroxidase sub-
strate kit SK-4100, antigen unmasking solution, and hematoxylin were
acquired from Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA).

2.2. Manufacturing collagen type I scaffolds and conduits

Bovine fascia bought in a certified packing plant was used to isolate
the collagen. The tissue was washed, disinfected (2% sodium hypo-
chlorite, 70% ethanol), and contaminant tissues removed. Clean tissue
was cut in small pieces that were suspended in 0.5 M acetic acid, the
suspension was centrifuged, and the supernatant removed. After
neutralizing the supernatant (1 M NaOH) the precipitated collagen was
isolated and dissolved in 0.1 M acetic acid. The resulting collagen was
quantified by gravimetric analysis. For this, an aliquot of the collagen
dispersion was dried (100 °C) and weighted. Once the amount of
collagen present in the acetic acid dispersion was known, two collagen
type I dispersions (5 and 8 mg/g collagen type Iin 0.05 N acetic acid)
were prepared and crosslinked with 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, and 0.10% v/
v glutaraldehyde to obtain five dispersions per each concentration. The
resulting dispersions were named after the glutaraldehyde concentra-
tion: P1=0.02%; P2=0.04%, P3=0.06%; P4=0.08%, and P5=0.1% v/v.
A non-cross-linked dispersion was included as control (NC). These dis-
persions were homogenized (10.000 rpm, 10 min) with an Ultra-Turrax
® (IKA Works, China) and then shaken (120 rpm) on an orbital shaker
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(Thermo Fisher, USA) for 24 h, at 37 °C. Samples were centrifuged at
400 xg (Thermo Fisher) for 30 min to eliminate bubbles. Non-cross-
linked and cross-linked dispersions were used to produce non-
crosslinked (NC) and cross-linked scaffolds (P1-P5 scaffolds,
respectively).

Each scaffold was prepared in two steps to ensure the unidirectional
and multidirectional orientation of the pores of each of the two zones. In
the first step, the unidirectional zone was made by unidirectionally
freezing the 5 mg/g collagen type 1 dispersion following a described
methodology [26]. Briefly, the dispersion was poured into molds, which
had one side covered by a metallic material that, in tumn, had one end
immersed in liquid nitrogen to create a temperature gradient with an
axial orientation. The system described above was placed in an insulated
container with enclosed air temperatures between 0 and 4 °C to avoid
multidirectional freezing and to maintain the unidirectional pore
orientation in the entire length of the U zone. In the second step, the 8
mg/g collagen dispersion was poured in direct contact with the unidi-
rectional zone previously obtained, and frozen (—25 °C). The differen-
tially frozen dispersions were lyophilized (Virtis, SP Industries, USA) to
produce laminar scaffolds (10 em?, 3 mm thickness) with two clearly
differentiated and continuous zones: one with unidirectional and the
other with multidirectional pores. The resulting sheets were cut to
obtain the bi-zonal scaffolds used in the different analyses. These scaf-
folds were dampened and rolled-up from the unidirectional (U) to the
multidirectional (M) zone to form conduits (named as the scaffolds) with
an inner unidirectional scaffold and an outer multidirectional wrapping.

2.3. Microstructural characterization of the scaffolds

2.3.1. Environmental scanning electron microscopy (ESEM)

Environmental scanning electron microscopy (ESEM) of transversal
and longitudinal dried non-coated samples (8 mm [@], 2 mm [H]) was
carried out with a Tescan Vega3 system (Tescan Vega 3 SB, Czech Re-
public). Electron micrographs were used to qualitatively assess the
interconnectivity and directionality of scaffolds’ unidirectional (U),
multidirectional (M), and interface (I) zones. For these analyses, three
aleatory sections per scaffold were evaluated at 45x and 150 x magni-
fication [26].

2.3.2. Pore size and porosity

Cross-sections (100 pm) of U and M zones of NC and P1-P5 scaffolds
were cut, hydrated with 1x PBS, and degassed to be observed under an
inverted microscope (Eclipse TS100, Nikon, Japan). Digital images were
captured with the NIS-Elements AR (Ver 4.50 Nikon) software, and
images were analyzed using the software ImageJ 1.39u (Wayne Ras-
band, NIH, USA) to evaluate pore size. The major and minor axes of the
ellipse that best fitted each pore were measured and their average was
used to calculate the mean pore size. A total of 60 pores chosen
randomly were measured for each analysis. The obtained average values
were multiplied by 1.5 to take into account the effects of the pores that
were not sectioned through their maximal cross-section.

A modified liquid displacement method [27] was used to assess
scaffolds porosity. Briefly, samples (2 cm?) of U and M zones of NC and
P1-P5 scaffolds were cut and weighted (W), immersed into 1x PBS (2
mL), degassed under vacuum (10 min), and incubated (37 °C, 24 h).
Thereafter, samples were placed on a filter paper to remove the excess of
PBS and weighed (W5). A dry pycnometer was weighed (Ws), and the
analyzed U or M sample placed into it. The pycnometer was filled with
PBS until its volume (25 mL) was completed and weighed (W,). Assays
were carried out five times. The total porosity was measured using the
aforementioned weights (Wy, W2, W3, and Wy) and the density (p) of PBS
(1.023 g/mL) according with the following equation: P (%) = 1 — (pwet
scaffold / Pcollagen fibers) X 100 [28].
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2.4. Physicochemical characterization

2.4.1. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)

The U and M zones of P1-P5 scaffolds were analyzed by FTIR. Each
dried sample (2 mg) was mixed with KBr (200 mg) and compressed to
obtain a pellet. The system was purged with dry air (1 h) to remove
water vapor from the sample compartment. Spectra were obtained using
a FT/IR-4200 spectrophotometer (Jasco, Germany), in a range of
4000-500 cm ! with aresolution of 8 cm ! and 150 scans/sample. The
collagen type I used to manufacture the scaffolds was used as a control.
Experiments were performed in triplicate.

2.4.2. Cross-linking degree, residual glutaraldehyde, and degradation

Scaffolds” cross-linking degree was related to the free amino groups
of each sample, and assessed using the ninhydrin assay [29]. This assay
is a destructive test of the samples, in which the free amino groups of the
collagen are condensed with the hydroxyl groups of the reagent solution
(containing 2,2-dihydroxyindane-1,3-dione) to form Schiff bases. A
standard work solution (SWS) was made by mixing (1:1) solution A (4.2
g citric acid and 1.6 g sodium hydroxide in 100 mL of type I water) and
solution B (4 g ninhydrin in 100 mL ethylene glycol). Then, U and M
samples (1 cm?®) were covered with 500 pL of the SWS, heated (100 °C,
30 min), cooled to reach room temperature, and centrifuged (800 xg, 5
min). The pellet was discarded, and the supernatant was mixed with
50% (v/v) isopropyl alcohol (1 mL). The absorbance of the samples was
measured at 560 nm (TRIAD Multimode Detector, Dynex, USA).
Considering the amino groups of non-crosslinked (NC) scaffolds as
100%, the percentage of cross-linked amino groups was calculated as the
ratio between the optical absorbance of the P1-P5 samples and that of
the NC samples [26]. Each analysis was carried out in triplicate.

Samples (1 cm?) were taken from zones U and M of P1-P5 scaffolds
and used to evaluate the residual glutaraldehyde content. They were
incubated (12 h, 60 °C) with 1 mL of a solution containing 1 M NaOH,
0.1 M glycine and 0.1 M Na,SOs, centrifuged (400 xg, 5 min), and
transferred (100 pL) to a 96-well culture plate. Their absorbance was
read at a wavelength of 238 nm using a Dynex spectrophotometer. Data
obtained was interpolated on a calibration curve previously made with
known concentrations of glutaraldehyde. All experiments were carried
out in triplicate.

The enzymatic degradation of scaffolds was assessed by gravimetric
analysis. Samples (8 mm [@], 2 mm [H]) of U and M areas of the NC and
P1-P5 scaffolds were weighed (Wi) and incubated (37 °C) under shaking
(80 rpm) with a solution of collagenase type I (1 mL, 250Ul/mL) in 1 x
PBS for 24 h, 3, 15 and 30 days. Collagenase was changed every 5 days
during the time of the assay. After removing the supernatants, the
scaffolds were lyophilized for 24 h and weighted (Wf). The degradation
percentage D (%) was calculated as follows: D (%) = 1 — (Wf / Wi) x
100.

2.4.3. Liquid sorption capacity, swelling, contact angle, and Zeta potential

These tests were carried out with the scaffolds. Liquid sorption ca-
pacity (LSC) was evaluated gravimetrically. Samples (2 em?) of U and M
zones of NC and P1-P5 scaffolds were weighted (Wi) and immersed in
1x PBS (pH 7.4) for 24 h at 37 °C. Then, hydrated samples were placed
on Whatman paper to remove PBS excess and weighted (Wf). Experi-
ments were carried out five times. The liquid sorption capacity was
calculated as follows: LSC (%) = (Wf — Wi) / Wi x 100.

Swelling of the same samples used to assess LSC was calculated by
measuring the scaffolds volume change after being immersed in PBS.
The width, height, and length of dry U and M areas (2 cm?) of NC and P1-
P5 scaffolds were measured with a stainless hardened caliper digital
(Mitutoyo, Aurora, IL, USA) to obtain the volume of dry samples (Vd).
Afterward, the Vw value calculated during the porosity evaluation of the
scaffolds was used to determine their swelling percentage (S%) as fol-
lows: S (%) = (Vw / Vd) * 100.

Scaffolds” dynamic contact angle was measured using the captive
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bubble method with an automated Contact Angle Goniometer (Ramé-
hart Instrument Co., NJ, USA). After hydrating the U and M samples
(1cm?) of P1-P5 scaffolds in supplemented DMEM (24 h, room tem-
perature), each sample was fixed in the holder of the device and sub-
merged in DMEM. Then, air (6 pL) was injected beneath the sample’s
surface, and digital images of the forming bubble were taken. Each
evaluation was repeated three times.

The electric surface potential (Zeta potential) of U and M zones of P1-
PS5 scaffolds was measured with a Zetasizer Nano ZS (Malvern In-
struments, UK). Samples (0.2 g) were placed in 2 mL of PBS (20 mM, pH
7.4) for 12 h and homogenized with an ultra-turrax homogenizer system
(IKA 3737001 T10 basie, Cole-Palmer, UK) at 3000 rpm for 10 min. Five
measurements were made per scaffold (100 runs each) at 25 °C.

2.4.4. Conduits tensile properties

Scaffolds (4 cm?) wetted in culture medium (DMEM) for 24 h were
rolled from the unidirectional to the multidirectional zone to form
conduits that had the unidirectional zone inside and the multidirectional
zone outside. Each zone had the same area. The Young’s modulus of the
resulting NC (non-cross-linked control) and P1-P5 conduits was deter-
mined with a traction assay carried out in a micro material testing
machine (MMT, Shimadzu), equipped with a 101 N load cell, at a speed
of 1.0 mm/min until the conduits ruptured. Samples were stretched in
the direction of the unidirectional pores. The Young’s modulus of the
conduits was calculated from the slope of the stress-strain curves. Three
measurements per each sample were made.

2.5. Cytocompatibility evaluation

2.5.1. Isolation and purification of Schwann cells

Schwann cells were isolated and cultured following described pro-
tocols [30,31]. The sciatic nerves of 10-12 pup mice (2-5 days old) were
dissected, cleaned, excised, and placed (40 min at 37 °C) into culture
plates containing 0.25% trypsin and 0.1% collagenase type I in DMEM
without Fetal Bovine Serum (FBS). The enzymatic digestion was halted
by adding 40% FBS in Hank's balanced solution; the suspension was
centrifuged (400 xg, 10 min). The cell pellet was resuspended in DMEM
supplemented with 10% (v/v) FBS, 100 IU/mL penicillin, 100 pg/mL
streptomyein, and 0.5 pg/mL amphotericin B, and then poured in cul-
ture plates (35 mm diameter) pre-coated with poly-L lysine. After
incubating for 24 h (5% CO,, 37 °C), medium was replaced with DMEM
supplemented with 10 pM cytosine-p-arabinofuranoside hydrochloride,
cultures incubated for an additional 48 h, and medium replaced by
complete DMEM supplemented with 10 nM heregulin 1 and 2 pM
forskolin [31]. Complement-mediated killing was carried out to elimi-
nate contaminating fibroblasts. For this, cultured cells were scraped,
centrifuged (400 xg, 10 min), resuspended in 60 puL of rat IgG anti-
mouse Thy 1.2, and incubated (30 min, 37 °C). Then, rabbit serum
was added and cells were incubated for an additional 60 min (37 °C).
After this time, they were washed three times with PBS and cultured
with DMEM supplemented with 5 ng/mL PDGF-AA, 10 ng/mL bFGF, 10
nM heregulin-p1 and 2 pM forskolin (Schwann cell induction medium)
[32] until 80% of confluence was reached. Isolated cells were charac-
terized using rabbit polyclonal 1gG antibody S100b (1:50) and second-
ary goat anti-rabbit IgG H&L (FITC) (1:100). Positive cells in 5th or 6th
passage were used in all experiments.

2.5.2. Isolation and characterization of human adipose stem cells (hASC)

Stem cells derived from human adipose tissue (hASC) were isolated
from a healthy young donor lipoaspirate with signed informed consent.
Primary cultures were obtained by modifying a described methodology
[33]. Briefly, tissue (3 g) was incubated (1 h, 37 °C) with 10 mL of
collagenase type I (2 mg/mL) in DMEM serum-free. After digestion,
DMEM supplemented with 10% FBS was added, and the sample was
filtered with a cell strainer (70 pm). The resulting suspension was
centrifuged (300 xg, 10 min), the pellet was resuspended, and cells
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seeded (5 x 10° cells/cm?) in DMEM supplemented with FBS (10% v/v),
penicillin (100 IU/mL), streptomycin (100 pg/mL), amphotericin B (0.5
pg/mL), and incubated (5% CO,, 37 °C). The medium was changed
every third day until culture reached 80% of confluence. For cell
expansion, cultures were sub-cultured three times using the same
medium.

Third passage cells were scraped (0.25% trypsin, 0.025% EDTA) and
the resulting suspension centrifuged (300 xg 10 min). Samples (5 x 10*
cells/mL) were taken, incubated (30 min, 4 °C in the dark) with an
antibody (PerCP/Cy5.5 anti-human CD105, FITC anti-human CD90, PE
anti-human CD73, PE/Cy7 anti-human CD45, APC anti-human CD34),
and washed three times with 1 x PBS to evaluate their cell surface pro-
tein profile (positive CD105, CD90, CD73, negative or low expression
CD45 and CD34). Each sample was analyzed by FACScantoll BD flow
cytometry, recording 20,000 events per sample. Adhesion to the culture
plate and differentiation into adipocytes, chondrocytes and osteoblasts
were also assessed. For differentiation analyses StemPro™ (adipo-
genesis, chondrogenesis, and osteogenesis) differentiation kits were
used, following the manufacturer’s specifications. Oil Red O (7-14
days); alcian blue (14 days); alkaline phosphatase (7 days) and alizarin
red S (21 days) were used to confirm differentiation.

2.6. Immunohistochemical evaluation

Scaffolds seeded with primary Schwann cells (2 x 10°/cm?) and
incubated for 14 days were fixed with 4% paraformaldehyde (pH 7.4;
4°C; 24h), washed with 1x PBS, dehydrated, and embedded in paraffin.
Samples were sectioned (6 pm), deparaffined (60 °C), and rehydrated.
The antigenic recovery was made using antigen unmasking solution for
30 min. Samples were incubated individually with rabbit polyclonal IgG
antibody S100b (1:200), and rabbit polyclonal IgG p75SNTR (1: 250) for
1 h at room temperature. Thereafter, they were washed three times and
processed with Vectastain ABC kit peroxidase rabbit IgG following
manufacturer’s indications. Antigens were detected with DAB peroxi-
dase substrate kit, and samples were counterstained with hematoxylin.
Stained slides were observed under a light microscope (Nikon ECLIPSE
55i, Nikon, Tokyo, Japan).

2.7. Cytocompatibility evaluation

The cytocompatibility of the scaffolds was assessed by evaluating
their cytotoxicity on RSC96 and primary Schwann cells and by moni-
toring the proliferation of primary Schwann cells and primary hASC
seeded in the scaffolds. The cytotoxicity of NC and P1-P5 scaffolds was
evaluated following ISO 10993-5 [34]. The cell line RSC96 (ATCC®
CRL2765™) and primary Schwann cells were seeded in 96-well plates
(1 x 10* cells/100 pL medium) and incubated (37 °C, 5% CO,, 24 h) in
supplemented DMEM. Then, the culture medium was replaced by
extraction medium (DMEM pre-incubated for 24 h with 1 em? of each
scaffold and sterilized by filtration) and cells incubated (37 °C, 5% CO,,
24 h). Sterile DMEM supplemented with 25% DMSO and DMEM incu-
bated with 0.2 g/mL silicone were used as positive and negative con-
trols, respectively. Medium was removed, 50 pL of MTT (1 mg/mL) was
added and samples were incubated for 2 h (37 °C, 5% CO2). After dis-
carding the MTT, isopropanol (100 pL) was added, and the absorbance
measured at 570 nm (TRIAD Multimode Microplate Reader).

For Schwann cell proliferation experiments, cells (2 x 10°/cm?)
were seeded in the U zone of the scaffolds and incubated (5% CO-,
37°C) for 24 h, 7 and 14 days with DMEM (supplemented with10% (v/
v) FBS, antibiotic-antimycotic, MEM vitamin solution, sodium pyruvate
solution, 10 nM heregulin-p1, and 2 puM forskolin) [31]; medium was
changed every three days. A vibrant® MTT kit was used where the in-
cubation time suggested by the manufacturer was modified from 4 h to
3 h. The formazan produced was solubilized with dimethyl sulfoxide
(DMSO) and the absorbance of the samples was measured at 570 nm
(Dynex Technologies). Cell distribution and alignment in the scaffolds
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were evaluated with a vybrant™ CFDA SE cell tracer, following the
manufacturer’s specifications.

For the hASC proliferation experiments cells (2.0 x 10*) were seeded
in the U zones of the P3 scaffolds (8 mm [@], 2 mm [H]), which then
were divided into two groups. Group I was incubated (5% CO,, 37 °C)
with DMEM supplemented with 10% FBS for 14 days changing medium
every third day. Group II was incubated (5% CO», 37 °C) with DMEM
supplemented with 1 mM p-mercaptoethanol (Schwann cell pre-
induction medium) for 24 h, medium removed, cells washed with 1x
PBS and incubated (5% CO,, 37 “C) with Schwann cell induction me-
dium [32]. The induction medium was changed every third day, and
proliferation at 24 h, 7, and 14 days evaluated using the Vibrant® MTT
kit.

2.8. Animal experiment

Animals used were manipulated following the ARRIVE guidelines of
the National Centre for the Replacement, Refinement & Reduction of
Animals in Research [35]. The protocol was approved by the Ethics
Committee of the Faculty of Sciences of the Universidad Nacional de
Colombia (Act 07-2015). Twenty-one male Wistar rats (12 wk.; 250 g),
were randomly divided into three groups, of 7 animals. For the pro-
cedure, each animal was anesthetized (peritoneal injection of ketamine,
70 mg/kg; xylazine, 10 mg/kg) and at random a thigh was chosen,
shaved, and cleaned with ethanol (70%) before making an incision in
the skin without affecting muscles. Once exposed, the sciatic nerve was
transected to remove a segment of 10 mm. In the first group (I) of ani-
mals, the segment of the severed nerve was inverted and reimplanted. In
the second group (11), a conduit made with a P3 scaffold pre-moistened
with PBS was attached to the nerve stumps with fibrin sealant (Tissel,
Baxter) and sutured (ethilon 9-0 epineural round tip). In the third group
(I1D), the sciatic nerve gap was left unbridged. A plastic surgeon and two
veterinaries carried out the surgeries. Thereafter, animals were kept in
individual cages with food and water ad libitum and tramadol (5 mg/g)
was injected subcutaneously to control the animal pain. Evaluation of
pain, stress, and distress produced by the surgical procedure was carried
out according to published guidelines [36]. Healing was monitored by
assessing the signs described in the National Research Council Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals [37]. The animals were sacri-
ficed 12 weeks after grafting.

2.9. Walking track analysis

Following a desecribed methodology [38], a walking track analysis
was carried out at weeks 4, 8, and 12 to calculate the sciatic functional
index (SFI). For each animal, the footprints of both the grafted (E) and
normal (N) limbs were digitalized and measured using the ImageJ
program. The distances from the heel to the tip of the third toe (print
length-PL), the first to the fifth toe (toe spread-TS), and the fourth to the
second toe (intermediary toe spread-ITS) were measured and the SFI was
calculated according to the following equation: SFI = —38.33((EPL —
NPL) / NPL) + 109.5 ((ETS — NTS) / NTS) + 13.3 ((EITS — NITS) /
NITS) — 8.8 [38]. In these test SFI values equal to 0 and —100 corre-
spond to non-injured and completely transected sciatic nerves,
respectively.

2.10. Muscle-mass ratio and Masson’s Trichrome staining

Once the animals were sacrificed, the gastrocnemius muscle of the
implanted thigh and that of the non-implanted thigh were dissected and
fixed (4% paraformaldehyde, 24 h) to assess the muscle-mass ratio. For
this, wet muscles of injured (Wi) and healthy contralateral sides (Wh)
were weighed after removing the excess of paraformaldehyde and the
ratio Wi/Wh was determined [39]. For the histological evaluation of
muscle atrophy, the gastrocnemius muscle fragments (5-8 mm) were
dehydrated, embedded in paraffin, and processed with a microtome to
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obtain cross-sections (5 pm) that were stained with Masson's Trichrome.
Sections were observed under the light microscope (Olympus BX51).

2.11. Axonal density, diameter and myelin sheath thickness

For the histomorphometric analysis, the nerves were fixed with
glutaraldehyde (4%, 24 h) and the areas of the nerve near the distal
coaptation site were transversely cut into thin sections (1 mm). The
contralateral uninjured nerve served as normal control. Sections were
fixed with osmium tetroxide (1%, 2 h), dehydrated, embedded in Epon
resin, and the blocks processed to obtain sections of 1 pm of thickness,
which were stained with 1% toluidine blue [40]. The images were
captured, digitized, and analyzed with the ImageJ program to determine
axonal density, axon diameter, and myelin sheath thickness. In addition,
nerves randomly chosen from each group were fixed with para-
formaldehyde (4%), washed, embedded in Cryomatrix, frozen, and cut
lengthwise (5 pm) with a cryostat. Slides were observed under a fluo-
rescent microscopy (100x) (Olympus BX51) at a wavelength of 495 nm
to visualize the longitudinal arrangement of the fibers of the repaired
axons.

2.12. Statistical analysis

Data are shown as the mean + the standard deviation (SD). A one-
way ANOVA test was used to evaluate differences between the sam-
ples, which were significant when p < 0.05 or p < 0.01.

3. Results
3.1. Macroscopic appearance of scaffolds

The macroscopic appearance and ESEM analysis of the laminar bi-
zonal scaffolds are shown in Fig. 1. A scaffold diagram shows the gen-
eral organization and pore orientation of the U, I and M regions of the
roll-up sheet (Fig. 1A). The stereoscopic observation of cross-linked
scaffolds confirmed the presence of U and M continuous zones, each
with different pore orientations (Fig. 1B). Scaffolds were moistened with
Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM) -which is red- in order for
them to fold from the unidirectional to the multidirectional zone. On
account of this the conduit formed with an axially oriented internal filler
wrapped by the scaffolds’ zone with multidirectional pores turned red
(Fig. 1C). The size of a laminar scaffolds is 10 cm?. One sheet can be cut
to obtain several 1 cm? scaffolds with two clearly differentiated and
continuous U and M zones. Once moistened, these scaffolds can be fol-
ded and adjusted according to the diameter of the nerve stumps
(Fig. 1D).

3.2. Environmental scanning electron microscopy (ESEM) of scaffolds

Representative ESEM images of U and M zones of NC and P1-P5
scaffolds are shown in Fig. 2. In all cases, the longitudinal sections
clearly evidenced the continuity of the U and M zones (Fig. 2A). This
continuity was also observed in the cross-sections of these scaffolds
(Fig. 2B). All the cross-sections of the scaffolds presented well-defined
pores in their U zones, apparently, with larger size than those in the M
zones. This later zone also appeared to have higher fiber density than the
U zone. The enlarged view of the M zone cross-sections of all scaffolds
(Fig. 2C) showed pores that were heterogeneously shaped and, appar-
ently, with low interconnectivity. The enlarged view of the U zones
showed pores with a more homogeneous shape (Fig. 2D). Continuous
channels were observed in the longitudinal sections of all U zones
(Fig. 2E).

3.3. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)

The results of the FTIR analysis of the scaffolds are shown in Fig. 3.



D. Millan et al.

Materials Science & Engineering C 121 (2021) 111838

o - R
SRy HRESERAYS T g

——
v

oy

Fig. 1. Macroscopic appearance of the scaffold and conduit. (A) Diagram of the laminar roll-up scaffold. (B) Stereoscopic image of the scaffolds U and M continuous
zones. (C) Cross-section of a conduit made from bi-zonal laminar scaffolds. (D) Longitudinal image of conduit. U: unidirectional zone; I: interface zone; M: multi-

directional zone.

The spectra of all samples show the characteristic signals of the type I
collagen included as a control (C), confirming that conduit
manufacturing does not denature native collagen. The observed absor-
bance peaks are amide-A (N-H stretch) at 3334 cm ! (M zones) and at
3307 em ! (U zones); amide-I (C=0 stretch) at ~1660 cm ' (M zones)
and 1654 cm ™! (U zones); amide-1I (C-N stretch, N-H bend combination)
at ~1557 cm~ ! (M zones) and 1551 em ™' (U zones), amide-III (C-N
stretch, N-H bend, C-C stretch) at =~1239 em ! for both zones. In
contrast, gelatin spectrum was different.

3.4. Pore size and porosity

Pore size data from wet scaffolds (Fig. 4) indicates that the dispersion
of the pore size was greater in the M zones than in the U zones, also, that
there were no significant differences between the pore size of both zones
(Fig. 4A, B). The value range for the M zones was 100-500 pm with an
average of 286.6 + 129 pm, while the range for the U zone was 100-400
pm with an average of 211.3 + 100 pm. In addition, the differences
between the mean pore size of the M and U zones were significant (p =
0.00269 x 10™°). The evaluation of porosity is presented in Fig. 4C. Both
zones are highly porous, however, the porosity, although not signifi-
cantly different, was higher in zones M (>>90%) than in zones U (>80%).
Moreover, porosity was not affected by the concentration of the cross-

linking agent and was similar to the porosity of the NC scaffolds.

3.5. Cross-linking degree, residual glutaraldehyde, and enzymatic
degradation of the scaffolds

The assessment of the free amino groups in each scaffold was used to
indirectly measure their cross-linking percentage (Fig. 5A). The U zone
of the P1-P3 scaffolds — made with the collagen dispersion of 5 mg/g and
cross-linked with the lower concentrations of glutaraldehyde (0.02 and
0.04 v/v) - showed significantly higher (p < 0.05) cross-linking degree
than the M zones of these scaffolds, that were made with the collagen
dispersion of 8 mg/g. When 0.06, 0.08 and 0.1% glutaraldehyde was
used there were no significant differences between the cross-linking
percentages of the U and M zones of the scaffolds, and the cross-
linking degree did not increase when glutaraldehyde concentration
was increased. Comparison of the crosslinking percentages of the U
zones shows that there were significant differences between NC and P1
and P2-P5 scaffolds, and no differences between P2-P5 scaffolds. When
the M zones were compared there were significant differences between
NC, P1, and P2 with P3-P5 scaffolds, and no differences were found
between P3-P5 scaffolds.

The multidirectional P1 and P2 samples did not have residual
glutaraldehyde, and the P3-P5 samples had less than 6.0 x 10" * mg
glutaraldehyde/mg scaffold. Residual cross-linker increased when
glutaraldehyde increased, and the cross-linker concentration in the M
zones was significantly lower (p < 0.05) than in the U zones for all the
scaffolds (Fig. 5B). In the U zones of P1-P5 scaffolds residual glutaral-
dehyde increased and was higher than that observed in the M zones.

Fig. 5C and D, respectively, shows the percentage of degradation of
M and U zones. Both zones of the NC scaffolds were fully degraded after
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Fig. 2. ESEM evaluation of the scaffolds. Representative images of non-cross-linked (NC) and cross-linked P1-P5 scaffolds. (A) Longitudinal sections. (B) Cross-
sections. (C) Enlarged cross-sections of scaffolds’ M zones. (D) Enlarged cross-sections of scaffolds’ U zones. (E) Enlarged longitudinal-sections of scaffolds’ U
zones. Arrows point the interphase between the scaffolds’ U and M zones. Scale bars: 500 and 200 pm.

24 h of digestion oppositely to the cross-linked P1-P5 scaffolds. In fact,
most of the M zones of the P1 scaffolds degraded completely in 30 days,
while the U zones of these scaffolds did so after 14 days. Also, the
degradation percentages of the M zones of the P1 scaffolds were not
significantly different (p > 0.05) from those of the M zones of the P2
scaffolds. However, the degradation percentages of the U zones of the P1
scaffolds were significantly (p < 0.05) higher than those of the U zones
of the P2 scaffolds. At the same time, the degradation percentage of both
zones of P3-P5 scaffolds were the lowest. On day 30, the percentage of
degradation of these M scaffold zones was between approximately 45%
and 65%, and that of the U zones was between approximately 45% and
50%. In general, the data indicates that at 30 days the U zones of the P3-
P5 scaffolds degraded less than the M zones; also, that this degradation

decreased when the concentration of cross-linker increased.
3.6. Liquid sorption capacity, swelling, contact angle, and Zeta potential

Table 1 shows the liquid sorption capacity (LSC) of PBS, swelling (S),
contact angle (CA), and Zeta potential of NC and P1-P5 (M and U zones)
samples. The LSC was significantly higher (p < 0.05) for the M zones
than for the U zones in all scaffolds; it was also higher for P1-P5 than for
the NC scaffolds. This parameter did not vary with the concentration of
glutaraldehyde used as cross-linker because there were no significant
differences (p > 0.05) between P1-P5 scaffolds. The swelling percentage
of P1-P5 scaffolds was higher, in both zones, than in those of the NC
scaffolds.
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Fig. 3. FTIR analysis of the scaffolds. (A) Multidirectional zones. (B) Unidirectional zones of P1-P5 scaffolds. In both analyses collagen type I (C) and gelatin (G) were

used as controls.
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Fig. 4. Pore size distribution and porosity of the cross-linked scaffolds. (A) Pore size dispersions of the multidirectional -M- zones. (B) Pore size dispersions of the

unidirectional -U- zones. (C) Porosity.

The assessment of the contact angle showed CA values above 50° and
below 90° for all scaffolds, and no significant differences between M and
U zones of the scaffolds. The Zeta (Z) potential of the controls, in both
zones, was significantly (p < 0.05) higher than that of the P1-P5 scaf-
folds. This parameter was higher in both zones of P1samples than in
those of the P2-P5 scaffolds. Negative values were only seen in the M
zones of P3-P5, and there was no significant difference (p > 0.05) be-
tween them. In P2-P5 scaffolds, the Z potential of the M zone was
significantly (p < 0.05) lower than that of the U zone.

3.7. Tensile properties of the conduits

The evaluation of tensile stress-strain experiments (Fig. 6) indicated

that Young’s modulus of the conduits prepared with the P1-P5 scaffolds
increased when the concentration of the glutaraldehyde used as cross-
linker increased. The Young's modulus values found were 0.027,
0.064, 0.230, 0.437, 0.876 and 0.983 MPa, respectively. Young's
modulus of conduits made with NC, P1, and P2 scaffolds was not
significantly different; however, conduits made with scaffolds P3, P4,
and P5 had higher (p < 0.05) Young’s modulus than the NC control.

3.8. Microscopic and i ohistochemical evaluation of Schy cell

cultures

A representative image of primary Schwann cell cultures shows
spindle-shaped cells, mostly with small bodies (Fig. 7A). Moreover,
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Table 1
Liquid sorption capacity, swelling, contact angle, and Zeta potential.
NC P1 P2 P3 P4 P5
Multidirectional zone
Liquid sorption capacity (%) 2288.2+433.3 5803.6+210.1 5662.2+340.0 5184.9+200.1 5688.3+118.9 5035.0+213.0
Swelling (%) 39.9+9.9 108.0=5.1 115.6=10.0 109.1:9.6 103.8+3.7 108.18+16.85
Contact angle 63.9+4.8 53.4+0.9 62.3+9.6 76.5+6.6 70.04+6.3 72.30£7.9
Z potential (mV) 9.5=1.0 7.0=1.9 0.8+2.0 -0.8=1.0 -0.1x1.2 -1.3x1.6
Unidirectional zone
Liquid sorption 20.3+4.3 56.0+5.6 62.1+5.2 60.9+4.9 61.8+5.8 60.1+7.9
capacity (%)

Swelling (%) 31.2£8.2 94.2+12.0 111.3=11.1 96.5+11.6 115.1+10.1 99.1+7.9
Contact angle 62.9+9.1 50.0£9.2 76.58+12.16 73.3£9.7 81.7+8.6 72.3:6.8
Z potential (mV) 9.8+0.3 8.3+0.7 1.3+2.0 1.1+1.0 3.8+1.2 1.3+0.6

" There were no significant differences (p > 0.05) between M zones of P1to P5 scaffolds and between the U zones of these scaffolds.

immunolabelled cultures confirm the presence of spindle-shaped cells
S100b positive (Fig. 7B). The in vitro tracing of cells labeled with car-
boxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFDA) seeded in the U
zone of P1-P5 scaffolds confirmed the adhered cells were aligned with
the unidirectional collagen type I fibers. Immunolabelling demonstrated
the seeded cells were S100b and p75 positive, and their adhesion to fi-
bers of the unidirectional zones of the scaffolds (Fig. 7C).

3.9. Isolation and differentiation of human adipose stem cells

Inverted microscope analysis of isolated hASC incubated with DMEM

demonstrated the presence of fusiform and polygon shaped cells
adhered to the culture plate, osteogenic differentiation and cell differ-
entiation to adipocytes, chondrocytes. The immunophenotype measured
by flow cytometry showed that only 2.5% and 5.1% of cells were posi-
tive for CD 34 and CD45, respectively. Also, that 99.8%; 99.1%; and
71.8% of the isolated cells were positive for CD73, CD90, and CD105,
respectively (Supplementary material, Fig. 1).

3.10. Evaluation of cytocompatibility

The cytocompatibility of the scaffolds was assessed by evaluating
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Fig. 6. Young's modulus of the conduits prepared with the cross-linked scaf-
folds (P1-P5) obtained from tensile experiments. Significant differences:
**p<0.01; n.s.: p>0.05.

their cytotoxicity on RSC96 and primary Schwann cells, and by
measuring the proliferation of primary Schwann cells and hASCs in the
scaffolds (Fig. 8). The RSC96 cells - incubated with extracts from a
negative control (silicone) and all the scaffolds - showed viability per-
centages higher than 70% of the blank viability (RSC96 cells cultured
with supplemented DMEM). On the contrary, the viability was below 8%
when they were incubated with the positive control extract (DMSO)
(Fig. 8A). Primary Schwann cells incubated with negative control and
NC and P1-P3 extracts showed viability percentages above 70%; how-
ever, when incubated with positive control and P4 and P5 extracts, they
had viability percentages below 60% (Fig. SB).

The proliferation of primary Schwann cells in the U zone of P1, P2
and P3 was significantly higher (p < 0.05) than in the U zone of the P4
and P5 scaffolds at 7 days. Additionally, no significant differences were
found between P1, P2 and P3 (p > 0.05). On day 14 the number of cells
in scaffolds P1, P2, and P3 were not significantly different from the
number of cells counted on day 7 (p = 0. 078; p = 0.69; p = 0.58,
respectively). However, it was significantly different from day 7 in the
P4 and P5 scaffolds (Fig. 8C).

The proliferation of primary hASCs, with or without the Schwann
cell induction medium, was only assessed in the P3 scaffold because it
was the only one that was partially degraded at 30 days and at the same
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time it was cytocompatible with the RSC96 cell line and primary
Schwann cells. The proliferation of primary hASCs seeded in the U zone
of the P3 scaffolds was significantly higher (p < 0.05) with the Schwann
cell induction medium than that observed without it. The number of
hASCs increased significantly (p = 1.9 x 10"°) on day 14 compared to
day 7 of culture with the induction medium, and on day 7 compared to
day 3 in the cultures made without it (Fig. 8D). The hASCs cultured with
or without Schwann induction medium and stained with DAPI and
$100b antibody are shown in Fig. SE. The hASCs cultured in DMEM were
$100b negative, while those cultured in the Schwann induction medium
were S100b positive. Furthermore, cells appeared aligned along the
unidirectional collagen fibers of the P3 scaffold.

3.11. Animal experiment

Animal footprints and surgical images of the healthy sciatic nerve,
autograft, P3 grafted nerve, and sectioned sciatic nerve - the day of
surgery and after 12 weeks - are shownin Fig. 9. This figure also presents
microscopic images of the repaired nerves and the gastrocnemius mus-
cle. The footprints of the control (Fig. 9A), autograft (Fig. 9B), P3
conduit-grafted (Fig. 9C) and non-grafted (Fig. 9D) animals indicate that
all, except the controls, had flexion and toe contracture and that this
contracture was more noticeable in the non-grafted rats. Although ani-
mals grafted with the P3 conduit did not fully extended the toe, they
showed less contracture and an increase in toe extension similar to that
seen in the autograft group at 8 and 12 weeks after surgery.

Images were taken before and after implantation to follow the
appearance of the sciatic nerve. Fig. 9E shows a sciatic nerve before
surgery. Images of the sciatic nerves bridged with the autograft (Fig. 9F),
the P3 conduit (Fig. 9G), and non-grafted (9H) were captured during the
surgeries. Twelve weeks later, when the experiment was concluded, the
autograft coapted the stumps of the transected nerve (Fig. 91), and in the
animals grafted with the P3 conduit it was remodeled and replaced with
nerve tissue similar in diameter to the distal stump and autologous
grafted nerve (Fig. 9J). As expected, disorganized neural sprouts that did
not reach the distal stump were observed in the non-grafted rats
(Fig. 9K).

The histological analysis of the dissected nerves showed uniform
myelinated axons with large diameters in the healthy nerve used as a
control (Fig. 9L). In the autograft (Fig. 9M) and in the nerve grafted with
the P3 conduit (Fig. 9N) myelinated axons of medium and small diam-
eter were seen, grouped in small bundles and distributed along the cross-
section of the nerve. However, in P3-grafted nerve, the asymmetry of the

p75™

Fig. 7. Microscopic and immunohistochemical evaluation of Schwann cell cultures. (A) Primary Schwann cells. (B) Culture of Schwann cells S100b immunolabelled.
(C) Schwann cells seeded in the unidirectional (U) zone of cross-linked scaffolds stained with vybrant™ CFDA, and immunolabelled with anti-S100b and p75NTR
antibodies. Dashed arrows point oriented pore/channels. Scale bars: 50 and 100 pm.
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Fig. 9. Footprints, surgical and post-surgical images, and microscopic images of the repaired nerves and the gastrocnemius. Footprint of (A) Healthy, (B) Autograft
implanted, (C) P3-grafted, and (D) Non-grafted animals. Surgical images of (E) Healthy sciatic, (F) Autograft implanted, (G) P3-grafted, and (H) Transected sciatic
nerves. Images 12-week post-surgery of (I) Autograft, (J) P3-grafted, and (K) Non-grafted nerves. Cross-sections of (L) Healthy, (M) Autograft, (N) P3-grafted, and (O)
Non-grafted nerves stained with toluidine blue. Autofluorescence images of nerve fiber fascicles from: (P) Healthy, (Q) Autograft, (R) P3-grafted, and (S) Non-grafted
nerves. Histological analysis of gastrocnemius muscle from: (T) Healthy, (U) Autograft implanted, (V) P3-grafted, and (W) Non-grafted animals. White arrows on (F)
points the coaptation sites. Scale Bar (L-O images: 20 pm; P-S images: 200 pm; T-W images: 100 pm). (For interpretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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axons was higher than in the autografted nerve. Few axons, abundant
connective tissue, and absence of bundles were observed in the non-
grafted sectioned nerve (Fig. 90).

Longitudinal images of nerve fiber fascicles, visualized by auto-
fluorescence, showed unidirectionally oriented nerve fibers in the
healthy nerve (Fig. 9P) and in the nerve that received the autograft
(Fig. 9Q). In the nerve grafted with the P3 conduit, the fibers were also
oriented unidirectionally, however, their density was lower than in the
previous cases (Fig. 9R). In the non-grafted injured nerve, the fibers
were not organized (Fig. 95). Cross-sections of the gastrocnemius muscle
stained with Masson’s trichrome show the characteristic polygonal
shapes of healthy muscle (Fig. 9T). These polygonal shapes are also
observed in the muscle of the animals implanted with the autograft
(Fig. 9U) and with the P3 conduit (Fig. 9V), however, in these groups
muscle has been replaced by collagen (blue stain) and adipose tissue
(septate white space). In the non-grafted group, atrophic muscle fibers
with irregular appearance, fibrous connective tissue and blood vessels
are observed (Fig. 9W).

The sciatic functional index (SFI) was calculated to quantitatively
assess the recovery of locomotor movement (Fig. 10A). The SFI was not
determined in the first two weeks because the animals could not extend
their toes. The SFI values at 4 and 8 weeks were significantly lower (p <
0.05) for the non-grafted animals than for the autografted and P3 grafted
animals, and no significant differences were observed between these last
two groups (p = 0.618). At week 12, a partial recovery of locomotor
function was observed in the two grafted groups, which was not
significantly different (p = 0.999). Most of non-grafted animals per-
formed autotomy on two or more fingers at week 12. For that reason, the
SFI of this group was not determined after week 8.

As a result of denervation of target muscles sciatic nerve injury can
lead to muscle atrophy. After weighting the wet muscles of the injured
(Wi) and healthy (Wh) sides the ratio Wi/Wh was determined. The an-
imals implanted with the autograft had a higher ratio than the animals
grafted with P3, however, the difference was not significant (p = 0.083).
In the non-grafted animals, this ratio was significantly lower than in the
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animals that received the autograph (p = 0.003) and in the animals
grafted with P3 (p = 0.031) (Fig. 10B).

The histomorphometric analysis showed similar axonal density in
the healthy and grafted animals (p > 0.05). There were no significant
differences between the autograft and P3 conduit grafted animals (p =
0.999). In the non-grafted group, this parameter was significantly lower
than in the autograft (p = 0.018) and P3 conduit (p = 0.020) implanted
groups. The diameter of the axons in the two grafted groups was similar
(p = 0.283), however, autograft and P3 nerves diameters were signifi-
cantly lower than those of the healthy control (p= 0.004 and p = 1.2 x
10" %, respectively). This parameter was significantly lower in non-
grafted animals than in the autograft (p = 0.006) or P3 conduit graf-
ted (p = 0.001) animals. Myelin thickness was similar in healthy,
autograft (p = 0.709), and P3 grafted (p = 0.059) animals, and there
were no differences between both grafted groups (p = 0.432). However,
it was significantly lower in the non-grafted than in the healthy (p = 5.2
x 10~), autograft (p = 0.007), and P3 grafted (p = 0.001) animals.

4. Discussion

The regeneration of peripheral nerve injuries continues to be a
challenge for clinicians and researchers. Nerve autografts have been the
gold standard treatment for large injures [10,41]. This approach is
limited by the availability of autologous nerves, because autografts are
not always successful and may result in loss of sensitivity and motor
function. Different conduits have been developed to guide axonal cone
growth in the injured peripheral nerves that, as a result of the size of the
lesion, cannot regenerate spontaneously. Although most of these con-
duits work in nerve defects smaller than 3.0 cm, their use in longer in-
juries is controversial [8,10]. For that reason, research on new devices
that promote guided regeneration of peripheral nerve is still required.

Scaffolds with oriented microstructure impact morphology and
behavior of the cells that grow within them [21,42]. Previous works
reported on the production of cylindrical collagen nerve guides with
longitudinal channels that promote directed axonal growth [24,25].
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These guides were prepared using a patented unidirectional freezing
procedure [43] in which a collagen dispersion containing elastin was
cooled in a way that ice crystals grew in the form of finger-like structures
- vertically from the bottom to the top of the cooling dispositive. The
sponges with longitudinal channels obtained after lyophilization were
punched to make cylinders with longitudinal oriented channels with
fixed diameters and length.

In this work, 5 mg/g and 8 mg/g collagen type I dispersions were
sequentially frozen using different methods to obtain laminar scaffolds
(10 em?) formed by a unidirectional (U) pore zone adjacent to a
multidirectional (M) pore zone. The scaffolds were designed to form
nerve conduits filled with an inner matrix with horizontal axial chan-
nels, which is covered by the multidirectional pore zone. These nerve
conduits can be adjusted to the diameter of the stumps of a sectioned
peripheral nerve. The concentration of type I collagen was higher in the
M zone surrounding the conduit than in its internal U zone. This was
done with the intention to hinder fibroblast migration toward the uni-
directional pores/channels that guide axon migration and Schwann cell
adhesion and proliferation, and also to ensure mechanical protection of
the intervened nerve. This novel design allows to obtain adjustable
nerve conduits with a diameter that depends on the number of folds
made in the unidirectional zone of the scaffold. The freezing procedure
used to prepare the U zone, promoted horizontal ice erystal nucleation
(under a temperature gradient). The one used to prepare the M zone
promoted random ice crystal nucleation at constant temperature
(—25°0Q).

Six scaffold prototypes (NC, and P1-P5), non-cross-linked or cross-
linked with different concentrations of glutaraldehyde, were prepared.
The pores formed in the unidirectional filler were continuous
throughout the entire conduit and had low interconnectivity, suggesting
that they could, in vivo, guide axonal growth avoiding disorganized
nerve sprouts. The diameter of the inner filler channels was within the
range of the diameters found for individual fascicles in human femoral
und upper extremity nerves (between 200 and 1000 pm) [44,45], which
suggests that the space they provide in vivo might allow fascicles to grow
and organize spatially. Although mean pore size of the M zones of all
scaffolds was significantly higher than the one of the U zone, both sizes
allow cell binding and diffusion of nutrients and waste material.

Gradual degradation of NGC allows guided axonal growth, while
preventing the conduits from compressing the nerve that is being
repaired [46]. Hence, an evaluation of the glutaraldehyde concentration
needed to obtain cross-linked scaffolds that gradually degrade while
sustaining the regeneration process was carried out. Non-crosslinked
control and crosslinked scaffolds with the lowest concentrations (P1
and P2) were completely degraded on day 30. In contrast, scaffolds
cross-linked with 0.06, 0.08, and 0.1% v/v glutaraldehyde (P3 to P5)
gradually degraded not exceeding a 60% degradation after 30 days.
However, residual glutaraldehyde from P4 and P5 was cytotoxic to
primary Schwann cells, and cellular proliferation in these scaffolds was
lower than in NC, P1, P2 and P3 scaffolds. These and the results from the
cytocompatibility assay caried out to evaluate primary Schwann
adhesion, proliferation and ability to preserve phenotype upon culture
on the scaffolds were considered to select scaffold P3 for the assessment
of hASC growth and differentiation, and to prepare the conduits used for
the animal experiment.

When grafted, the conduits are exposed to biological fluids; there-
fore, fluid handling capacity and hydrophilicity of the scaffolds predict
their ability to allow diffusion/flux of nutrients from the interstitial fluid
to the surviving nervous tissue [19]. Scaffold’s liquid sorption capacity
depends on its chemical composition and microstructure. This work did
not find significant differences in the porosity and pore size of the uni-
directional and multidirectional zones of the scaffolds. However, it
found that the directionality of the pore affected the liquid sorption
capacity of the scaffolds. In all cases, LSC values were higher in the M
than in the U zones, which might be explained by the collagen con-
centration used in their manufacturing. As the M zones had more
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collagen (8 mg/g) than the U zones (5 mg/g), they contained more
hydrophilic polymeric fibers than the U zones and retained more water
[26]. The network tortuosity of the M zones could also explain this result
at the microstructural level. The multidirectional zones of the scaffolds
might retain more liquid because they had more tortuous microstructure
than the unidirectional zones [47,48]. Finally, the CA values - above 50°
and below 90°- showed that all scaffolds had moderate hydrophilicity,
which allows them to retain water and interact with cells [49].

The tensile properties of nerve conduits should be known because in
vivo peripheral nerves are exposed to a tensile load that result in tensile
stress [50]. Additionally, nerve conduits must be flexible to avoid
compression of growing axons [12]. Young's modulus of the conduit
made with the P3 scaffold (0.437 MPa) - chosen to evaluate the growth
of Schwann cells and the differentiation of hASC to Schwann cells-like -
is similar to the ones reported for decellularized sciatic nerve of rats
(0.576 + 0.16 MPa) [51]. This suggests that conduits made with P3
scaffolds might have the flexibility and resistance required to hinder
axon compression in vivo.

It has been demonstrated that cell adhesion, affinity and shape are
modulated by negatively and positively charged matrices. A previous
work has shown that fibroblast adhesion and proliferation in poly
(e-caprolactone) (PCL) scaffolds, positively and negatively charged, was
significantly different because fewer fibroblasts adhered to negatively
charged scaffolds than to the positively charged ones [52]. The surface
electric charge of conduits filled with fluids impact their biocompati-
bility when grafted in an injured nerve. Dorsal ganglia neurons and
Schwann cells adhere and proliferate in positively charged oligo-(poly-
ethylene glycol) fumarate (OPF) hydrogels [53]. As desired, in this work
the Z potential was negative in the M zones and positive in the U zones of
the P3-P5 scaffolds, suggesting the outer cover formed by the M zones of
these scaffolds might not favor adherence of fibroblasts, while the inner
unidirectional filling formed by the U zones might promote adhesion
and proliferation of Schwann cells in vivo.

The cytotoxicity and ability to promote cell growth in vitro of the
scaffolds are good predictors of their security and potential to interact
with the cells they intend to guide. It was clearly shown that P3 scaffolds
were non-cytotoxic for both primary Schwann cells and the neuronal
Schwann cell line RSC96. In the proliferation assay, we observed that the
number of primary Schwann cells on day 7 was not significantly
different from the number of cells counted on day 14 for P1, P2 and P3.
This result suggests that the cells entered a latency period probably
induced by the change of medium that took place at that time. The
number of Schwann cells in P4 and P5 increased from day 7 to day 14,
probably because with the change of medium the residual glutaralde-
hyde that remained in these scaffolds after crosslinking was washed
away.

The hASCs were used to further demonstrate the cytocompatibility of
P3 because they have the potential to become Schwann-like cells and
express neurotrophic factors NGF, BDNF, GDNF, and NT4 in the pres-
ence of Schwann cells [54,55]. In fact, after seeding them on the P3
scaffolds and incubating with Schwann’s induction medium, they
adhered and grew better than without this medium. The hASC cultured
with Schwann induction medium adhered (aligned in the same direction
as the unidirectional pore fibers), proliferated, and differentiated into
S100b positive cells with typical spindle-shaped Schwann cell
morphology. Overall, these data suggest the potential of the P3 conduit
to induce mesenchymal cell differentiation to Schwann cells in vivo.

Taking into account data from the in vitro evaluation of the scaffolds
(NC, P1-P5) and the tensile properties of the conduits made with them,
the adjustable P3 conduit was chosen to carry out the animal study. No
signs of inflammation were observed in animals implanted with the
autologous nerve or with the P3 conduit. Histological analysis showed
tissue with many myelinated axons in the distal portion of the grafted
nerves formed in all the animals of these two groups. The diameter of the
axons in the autologous and P3 implanted groups appeared smaller than
the one of the healthy nerve used as control, however, the
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histomorphometric analysis showed no significant differences between
them. Despite there were no significant differences in the axon number
and the thickness of the myelin sheath, the axons formed in P3-grafted
animals appeared less symmetrical than those formed in self-grafted
animals, indicating that the fibers were less mature in the first group
than in the second group. Overall, animal test shows that the P3 conduit
is biocompatible, integrates, and remodels when grafted into the sciatic
nerve injury, promoting nerve regeneration across its width.

The gastrocnemius muscle atrophies when the sciatic nerve is
injured. This results in a decrease in muscle weight and in structural
changes, including the formation of fibrotic connective tissue and fat,
which lead to the progressive deterioration of muscle function [55].
There were no differences in the weight of the gastrocnemius muscle
between the animals grafted with the autologous nerve and those graf-
ted with the P3 conduit. However, there were significant differences
between these two groups and the non-grafted animals. Overall, these
results confirm that grafting the sciatic nerve lesions evaluated in this
study with the P3 conduit leads to results similar to those obtained with
the autograft. Finally, the area of the laminar scaffolds that we produce
is 10 cm?, so the maximum length of a conduit would be 10 ecm. An
animal model would have to be developed to find out the potential
limitations of grafting such conduits into a nerve gap of this length and
to determine whether conduits of this size are functional.

5. Conclusions

In this work, two collagen type I dispersions were cross-linked with
different concentrations of glutaraldehyde and frozen. Two freezing
procedures were used sequentially to obtain a dispersion with a unidi-
rectional pore/channel zone adjacent to one with multidirectional
pores. Lyophilization of the differentially frozen dispersion produced six
laminar scaffold prototypes with continuous unidirectional/multidi-
rectional pore regions. These scaffolds can be rolled-up from the uni-
directional to the multidirectional zone to form a conduit with a
diameter that can be adjusted to the diameter of the stumps of a
sectioned peripheral nerve, by controlling the folding of its unidirec-
tional part. Taking into account the physicochemical, microstructural,
and mechanical properties of the scaffolds, as well as their biodegrad-
ability, residual glutaraldehyde and cytocompatibility, the evaluation of
the proliferation and differentiation of hASC was carried out only in cells
grown in P3 scaffolds with Schwann induction medium. These cells
adhered, aligned in the same direction as the unidirectional pore fibers,
proliferated and differentiated into Schwann-like cells. The in vivo
evaluation of P3 conduits in a rat model of transected sciatic nerve re-
sults confirmed that the P3 conduit leads to results similar to those ob-
tained with the autograft. Overall, the results from this work highlight
the biocompatibility of the P3 conduit with the grafted sciatic nerve.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.msec.2020.111838.
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