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DESCRIPCION
Conducto para nervios multicanal de colageno para la reparacién de nervios

La presente invencién se refiere a la fabricacién de conductos para nervios multicanales para su uso en la
reparacion de lesiones de nervios. En particular, la invencion se refiere a conductos para nervios multicanales de
colageno que son adecuados para su uso en la reparacion de los nervios periféricos.

Antecedentes de la invencidon

Las lesiones de los nervios periféricos pueden producirse por traumatismos y por lesion iatrogénica. Cada afo, en
los EE.UU. y en Europa se producen mas de 700.000 lesiones de nervios periféricos como consecuencia de
traumatismos accidentales y durante las cirugias. En la mayoria de las lesiones los extremos de los nervios no
pueden ponerse uno frente al otro. Actualmente existen dos opciones para la reparacion en esta situacion. A pesar
de que un injerto autélogo de nervio es el estandar de referencia en la reparacién de nervios por medio de injerto,
tiene varias desventajas, incluyendo la necesidad de realizar una nueva incision, la pérdida de la funcién del nervio
donante, la falta de coincidencia de tamafnos entre el nervio donante y el nervio lesionado y una limitada
disponibilidad de nervios donantes. La segunda alternativa prometedora es utilizar un "tubo para nervios" sintético
como un conducto para la regeneraciéon. Una diversidad de biopolimeros sintéticos y naturales, tales como el acido
poliglicélico, el acido polilactico, el quitosano, el alginato de seda y sus compuestos o derivados, han mostrado
niveles variables de éxito y defectos [Jiao y col., 2009; Yang y col., 2007; Matsmoto y col., 2000; Evans y col., 2002;
Tobay col., 2002; Thomas y col., 2005; Wang y col., 2005; Bellamkonda, 2006; Jiang y col., 2007].

La matriz de tejido nervioso esta compuesta de tubos de lamina basal que rodean a la unidad axén-célula de
Schwann vy fibrillas de colageno orientadas longitudinalmente. Existen amplias y convincentes pruebas de que el
éxito de la regeneracién nerviosa periférica depende de la matriz extracelular [Giannini y col., 1990; Sorenson y col.,
1993]. El colageno, el principal componente estructural de estas estructuras, es una molécula de matriz extracelular
(ECM) que puede tener ventajas especificas sobre otros polimeros sintéticos y naturales, ya que posee dominios de
adhesion y de sefalizacion celular que son fundamentales para la regeneracion del nervio. Como el colageno puede
presentar un microentorno biolégico altamente relevante para el crecimiento axonal, se han desarrollado una
variedad de conductos de colageno para estudios de regeneracién de nervios [Archibald y col., 1991; Collin y col.,
1984; Laquerriere y col., 1993].

Los estudios previos sobre regeneracién de nervios se han realizado predominantemente en base a conductos de
un solo canal [Jiao y col., 2009; Yang y col., 2007; Matsmoto y col., 2000; Evans y col., 2002; Toba y col., 2002;
Thomas y col., 2005; Wang y col., 2005; Bellamkonda y col., 2006; Jiang y col., 2007]. Se han investigado
estructuras fibrosas y microranuras y se han introducido en el disefio de los conductos para nervios para mejorar la
orientacion del crecimiento axonal [Chew y col., 2007; Yang y col., 2008; Kim y col., 2007; Yao y col., 2009 1, 2]. Sin
embargo, independientemente de la microtopografia de la superficie, la reparaciéon con tubos para nervios de un solo
canal puede dar lugar a una reinervacién inadecuada de la diana debida a la dispersion de los axones de
regeneracion a través del injerto. [Brushart y col., 1995; de Ruiter y col., 2008b]. Aunque un estudio previo sobre
reparacion de nervios basado en conductos multicanal de PLGA indicd una menor dispersion axonal en comparacién
con el conducto de un solo canal, la mayoria de los conductos de PLGA se hincharon y se colapsaron en el plazo
experimental (de Ruiter G y col., 2008b).

Los conductos multicanal de colageno que se asemejan a la estructura de los tubos mdltiples de la lamina basal de
los nervios pueden limitar la dispersién de la regeneracion de los axones y proporcionar orientacion para el
crecimiento del nervio. Al fabricar la proxima generaciéon de conductos para nervios, es necesario tener presentes
varios aspectos. Estos incluyen la biocompatibilidad de los materiales, y las propiedades mecanicas y de
degradacién personalizadas. Los conductos de colageno de un solo canal que poseen resistencia mecéanica y son
faciles de procesar han sido utilizados previamente en aplicaciones para la regeneracion de nervios. Debido a que
los canales de los conductos multicanal de colageno son mucho mas pequenos que los conductos de un solo canal,
una leve hinchazon y deformacién puede reducir significativamente las cavidades de los canales e impedir el
crecimiento de los nervios. La fabricacién de conductos multicanal de coldgeno es muy exigente y necesita una
buena programacién y optimizacion.

Una serie de conductos para nervios estan autorizados por la FDA para defectos nerviosos relativamente cortos,
como el tubo de colageno Tipo | de Integra Neurosciences, NeuraGen™, neuroflex de Collagen Matrix Inc. y
Neurptube™ de Synovis Surgical Innovations. Estos son tubos de un solo canal que se usan Unicamente para
pequerios defectos de varios milimetros y no abordan lesiones mas grandes de nervios periféricos. Ademas, los
axones que se regeneran a través de estos tubos de un solo lumen asumen una direccién dispersa, lo que da como
resultado una reinervaciéon inapropiada de la diana y la contraccion simultanea de los musculos opuestos o
sincinesia. La ventaja de los conductos para nervios multicanal es que la dispersién puede ser limitada ya que se
asemejan a la estructura de tubos mdltiples de la lamina basal de los nervios.

El objetivo del presente estudio fue desarrollar un conducto para nervios robusto a base de colageno con multiples
canales de diametro inferior al milimetro y dimensionalmente estables para facilitar la orientacién del nervio y limitar
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la dispersion. Con este objetivo, los autores han desarrollado una innovadora técnica de moldeo de multiples etapas
(secuencial) para crear conductos de 1, 4 y 7 canales a partir de una disolucién con alta concentracion de colageno.
Los conductos se reticularon con (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) en N-hidroxisuccinimida (NHS))
para controlar la velocidad de biodegradacién y para limitar la hinchazén.

Para examinar la biocompatibilidad del colageno reticulado, se cultivaron ganglios de la raiz dorsal en los sustratos y
se cuantific el crecimiento axonal. Puesto que la robustez mecanica y la capacidad de retroceso elastico de los
conductos son esenciales para la implantacion y el éxito posquirdrgico, las propiedades mecanicas estructurales se
caracterizaron por medio de pruebas de traccién, compresion y flexion de tres puntos. Esta combinacién de analisis
quimicos, bioldgicos y mecanicos es necesaria para determinar el disefio éptimo del biomaterial para los estudios de
implantacion.

Los conductos se implantaron en un defecto de 1 cm del nervio ciatico de la rata y la regeneracién nerviosa se
evalué mediante el uso de registros del potencial de accién muscular compuesto (CMAP), morfometria cuantitativa
del nervio y estudios de marcaje axonal retrégrado simultaneo.

De Ruiter, y col. (Journal of Biomedical Materials Research, 2008, pag. 643-651) describen un conducto para nervios
de multiples canales fabricado de un polimero de &cido lactico y glicélico (PLGA) sintético que se fabrica por medio
de una técnica de moldeo por inyecciéon y evaporaciéon de disolvente. La patente de EE.UU. N? 5019087 da a
conocer un procedimiento de hilado de una mezcla de colageno y laminina sobre un mandril para producir un
conducto para nervios de un solo canal.

Objeto de la invencion

Es un objeto de la presente invencion proporcionar un conducto para nervios adecuado para la reparacion de
nervios periféricos. Otro objeto de la invencion es proporcionar un andamiaje de biomaterial con propiedades
materiales y mecanicas favorables. Otro objeto es proporcionar un conducto para nervios multicanal de colageno
con minimas propiedades de hinchazén y deformacién. Otro objeto es proporcionar conductos para nervios que
puedan adaptarse para incorporar biomoléculas terapéuticas. Otros objetos mas son proporcionar conductos con
baja toxicidad para el tejido circundante, y que sean biocompatibles y biodegradables, y que ademas promuevan el
crecimiento de los nervios de una manera regular y controlada. Otro objeto es proporcionar un conducto para nervios
con una resistencia mecanica alta.

Resumen de la invencion

Segun la presente invencion, se proporciona un procedimiento de fabricacién de un conducto para nervios multicanal
de colageno que comprende:

(a) colocar al menos una matriz alargada entre dos retenedores de un molde de conducto para nervios
multicanal de tal manera que las matrices se mantengan separadas entre si,

(b) verter la disolucion de colageno sobre cada matriz de manera que se recubra sustancialmente toda la matriz,
(c) secar la disolucién de colageno en las matrices,

(d) repetir las etapas (a) a (c) con mas matrices hasta que se hayan usado tantas matrices como el niumero de
canales deseados en el conducto,

(e) reticular el colageno seco en las matrices, y

(f) lavar el colageno reticulado sobre las matrices para retirar la disolucion de reticulacion residual. La invencién
también proporciona un procedimiento de fabricacién de un conducto para nervios multicanal de colageno que
comprende:

(a) colocar al menos una matriz alargada entre los dos extremos terminales o retenedores,

(b) verter la disolucién de colageno sobre la matriz de manera que se recubra sustancialmente toda la
matriz,

(c) dejar secar la disolucion de colageno en la matriz,
(d) reticular el colageno secado al aire en la matriz,
(e) lavar el colageno reticulado en la matriz para eliminar el agente de reticulacién.

Se sitda un retenedor en cada extremo de la matriz alargada. Las matrices y los retenedores actian de este modo
como un molde negativo.

Se puede verter mas disolucién de colageno alrededor de la construccion de colageno seco en la matriz y/o se vierte
alrededor del retenedor.
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La concentracién de colageno puede ser de entre 3 y 15 mg/ml, de preferencia de 12 mg/ml. Esta disolucién de alta
concentracién de colageno (12 mg/ml) puede producir conductos de coladgeno de manera muy eficiente.

El colageno se puede secar al aire.

El agente de reticulacion se puede seleccionar del grupo que consiste en EDC, transglutaminasa, glutaraldehido,
genepin, sulfonatos, incluidos el sulfonato de metilo y sulfonato de trifluorometilo, malemida, sistemas dendriméricos
de polietilenglicol tales como 4S-StarPEG, polimeros dendriticos, polimeros dendriticos hiper-ramificados,
formaldehido, agente de reticulacién enzimatico, glicacién, gliceraldehidos, cianamida, diimida, diisocianato,
adipimidato de dimetilo, carbodiimida y epoxi. El colageno seco se puede reticular con una disoluciéon de EDC 1 a
60 mM y NHS 1-30 mM en disolucién de MES 1-100 mM, de preferencia EDC 30 mM y NHS 10 mM en disolucion de
MES 50 mM.

Cuando se utilizan EDC y NHS, la concentracién utilizada para la reticulacion puede afectar a la biocompatibilidad
del conducto. Los resultados del cultivo de células de ganglios de la raiz dorsal (DRG) mostraron que una
concentracién de EDC de hasta 60 mM no afecta de manera significativa el crecimiento axonal. Ademas, la
concentracién de EDC/NHS puede afectar a la velocidad de degradacion del conducto. Las propiedades de
degradacién del conducto de colageno se pueden ajustar mediante el cambio de la concentracion de EDC en el
intervalo de hasta 60 mM.

En un estudio in vivo, los inventores utilizaron EDC 30 mM/NHS 10 mM para reticular el conducto de colageno. En
este nivel de reticulacién, la velocidad de degradacién del conducto es mas baja y no se presenta ningun efecto
negativo significativo sobre la biocompatibilidad del conducto.

La etapa de lavado puede llevarse a cabo con NaH2PO4 0,1-0,2 M y agua destilada. Los conductos se deben lavar
por lo menos 4 veces durante un total de 2 horas. Después del lavado, el colageno se puede liofilizar en la matriz. El
conducto para nervios de colageno se puede retirado de la matriz. La matriz puede ser un alambre o un pincho, y
puede ser de metal o de plastico. La matriz puede ser de acero inoxidable o nitinol.

En el procedimiento de liofilizacién, primero se congelaron las muestras hiumedas (los conductos de colageno
fabricados en las matrices) en la camara de una maquina de liofilizacién, a continuacién, se evacué el aire de la
camara para eliminar el agua. Una vez que las muestras fueron liofilizadas, las matrices se retiran faciimente de los
conductos de colageno.

El conducto para nervios puede tener un nimero de canales, tal como 2 a 200 o mas, de preferencia dos o cuatro o
siete canales, pero particularmente de preferencia tiene cuatro canales. De preferencia, los canales son de tamario
uniforme y estan separados de manera uniforme. Esto se consigue separando uniformemente las matrices y
mediante el uso de matrices del mismo tamafio. Los conductos de cuatro canales ofrecen buenos resultados de
regeneracion nerviosa y también buenos resultados de limitacion de la dispersién axonal. La fabricacion de un
conducto de 7 canales es mas complicada en comparacién con los conductos de 1, 2 y 4 canales, pero también da
resultados razonables. El diametro exterior del conducto para nervios puede ser de hasta 1 cm, con un diametro
interior de los canales que varia entre 50 um y 4000 um. Para un conducto de 2 mm, el didmetro interior de los
canales puede ser de 50 a 700 um, de preferencia de 530 um.

Convenientemente, el colageno es colageno de tipo |, tal como colageno de tendén de bovino.

El procedimiento puede comprender ademds la inmovilizacion de biomoléculas al colageno. Las biomoléculas
pueden estar seleccionadas de acidos nucleicos tales como ADN de plasmido y ARN interferente pequefio (siRNA),
0 péptidos o laminina, y factor de crecimiento nervioso (por ejemplo, NGF o NT-3). Las biomoléculas tales como
péptidos, factores de crecimiento o ADN de plasmido pueden cargarse en los conductos de colageno. En este
enfoque, las moléculas pueden difundir fisicamente y unirse a los conductos de colageno. En la condicién in vivo, los
factores de crecimiento o el ADN de plasmido puede eluir desde el conducto e interactuar con las células del tejido.
Como alternativa, la estructura quimica del colageno contiene gran cantidad de grupos carboxilicos (-COOH) y
grupos amina (-NHz), que se pueden unir de manera covalente a polimeros sintéticos o naturales que pueden
complejar factores de crecimiento o ADN de plasmido. A continuacién, con la degradacién del colageno, el factor de
crecimiento o el ADN de plasmido podria liberarse in vivo.

En otro aspecto, la invencién proporciona un conducto para nervios multicanal reticulado de colageno producido
siempre por medio de un procedimiento segun se describi6 anteriormente.

Breve descripcion de los dibujos

Fig. 1. Conductos de colageno con (A) o sin (B) el borde utilizado para la sutura durante la implantacion. (C)
Representacion esquematica de un conducto de colageno de 7 canales en los moldes de alambre con los extremos
terminales. La regién de los conductos de colageno y los moldes entre las flechas se demuestran en cada etapa de
fabricacién en (D). (D) El procedimiento de fabricacion de un conducto de colageno de 7 canales paso a paso.
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Fig. 2. Porcentaje de degradacién de muestras de colageno después de 48 horas de exposicién a la disolucion de
colagenasa a 37 °C, que demuestra una alta estabilidad de reticulaciéon con EDC 30 mM.

Fig. 3. Moles de grupos NH: libres del ensayo de ninhidrina en peliculas y conductos de colageno. (*, p < 0,01 frente
a todos; §, p < 0,01 frente a todos excepto C7; #, p < 0,01 frente a todos excepto C7 y 10CF; +, p < 0,01 frente a
todos excepto C1y C4; V, p < 0,05 frente a todos excepto C4.)

Fig. 4. Temperaturas de contraccion (desnaturalizacién) para peliculas de colageno y conductos para nervios de
colageno a partir de mediciones de DSC que demuestran una alta estabilidad de reticulacién con EDC 30 mM (¥,
p < 0,05 frente a todos; §, p < 0,05 frente a todos excepto 60C1, 60C4 y 60C7, #, p < 0,05 frente a CF, C1, C4, C7,
30C1, 30C4, 30C7, 60CF, 60C1, NeuraGen®; +, p < 0,05 frente a todos, V, p < 0,05 frente a todos excepto 60X1; A,
p < 0,05 frente a todos excepto 10CF 10C1, 10C4, 10C7, 60CF, 60C4, 60C7; , p < 0,01 frente a CF, C1, C4, C7
30C1, 30C4, 30C7, 60CF, NeuraGen®; v, p < 0,01 frente a todos excepto 60CF)

Fig. 5. Crecimiento de neuritas a partir de ganglios de la raiz dorsal (DRG) después de dos dias de cultivo sobre
peliculas de colageno reticuladas con EDC y NHS. Imagen de DRG en la pelicula de colageno no reticulado (A) y en
las peliculas 10CF (B), 30CF (C) y 60CF (D). Escala de barras en (A), 1 mm (la misma escala para B, C y D). (E)
Crecimiento axonal a partir de un DRG en crecimiento en la pelicula 30CF. Escala de barras, 200 um. (F) Analisis de
la longitud de las neuritas a partir del DRG que se cultivaron en las peliculas de colageno reticulado. (*, p < 0,05,
n > 20 por grupo).

Fig. 6. La morfologia de los conductos de colageno reticulado de 1, 4 y 7 canales y los conductos Integra después
de la incubacion en PBS a 37 °C. (A) Las imagenes transversales de los conductos multicanal. Los conductos
multicanal de colageno mantuvieron la morfologia de los canales después de 30 dias de incubacién en PBS a 37 °C.
Escala de barras, 1 mm. (B) Las imagenes longitudinales de los conductos multicanal. Escala de barras, 5mm.

Fig. 7. Analisis del estudio de hinchamiento para los conductos de colageno reticulado de 1, 4 y 7 canales y los
conductos de colageno Integra. EI cambio de morfologia de los conductos de colageno se midié en funcion del peso
(A), la longitud (B), la anchura (C) y el area del canal (D) del tubo en los siguientes puntos temporales: antes de la
incubacién (dia 0), tras 1 dia, 7 dias y 30 dias de incubacién en PBS a 37 °C.

Fig. 8. Estudio de compresién de los conductos de colageno. Curvas de carga y descarga representativas de fuerza
de compresion-desplazamiento para los conductos 30C1 (A) y 30C7 (B) que demuestran un comportamiento no
lineal con histéresis pero retroceso elastico completo. (C) Curva representativa de fuerza de compresion-
desplazamiento para cada tipo de conducto de colageno (solamente carga). (D) Rigidez estructural a la compresién
transversal de los conductos de colageno entrecruzado. *, p < 0,01, frente a los conductos 30C1, 30C4 y 30C7. §,
p < 0,01, frente a los conductos 30C1.

Fig. 9. Estudio de traccién de los conductos de colageno. (A) Curvas representativas de fuerza de traccion-
desplazamiento para cada tipo de conducto de colageno. (B) Rigidez estructural a la traccion de los conductos de
colageno entrecruzado. *, p < 0,05 frente a los conductos 30C1. (C) Resistencia a la ruptura de los conductos (fuerza
maxima obtenida). *, p < 0,01 frente a los conductos 30C1.

Fig. 10. Prueba de flexion de tres puntos de los conductos de colageno. (A) Curva representativa de fuerza-
desplazamiento de la flexion de tres puntos para cada tipo de conducto de colageno. (B) Rigidez a la flexion de los
conductos de colageno entrecruzado. *, p < 0,01.

Figura 11. Imagenes microscépicas (5 aumentos) de las secciones tefidas con azul de toluidina tomadas a través
de la parte central de un conducto de colageno de 1 (A), 2 (B), 4 (C) y 7 (D) canales, del conducto NeuraGen@ de
un solo canal (E) y del autoinjerto (F). Escala de barras, 500 pm.

Figura 12. Imagenes microscépicas (40 aumentos) de las secciones tefnidas con fenilendiamina al 1 % tomadas a
través de la parte central de un autoinjerto (A), conductos de colageno de 1 (B), 2 (C), 4 (D) y 7 (E) canales y de un
conducto NeuraGen® de un solo canal. Escala de barras, 30 pm.

Figura 13. Resultados de la morfometria del nerV|o después de la reparacion con autoinjerto, conducto de colageno
de 1, 2, 4 y 7 canales y conducto NeuraGen® para (A) el nimero medio de fibras mielinizadas (*, p < 0,01, frente a
todos los grupos de conductos), (B) la densidad media de fibras mielinizadas (*, p < 0,05, frente a los grupos con
autoinjerto, con injerto de tubo de un solo canal y de 4 canales, §, p < 0,01, frente a todos los otros grupos), (C) el
tamano medio de la fibra mielinizada (*, p < 0,01, frente a los conductos de 2 canales, 7 canales y NeuraGen™, §,
p < 0,05, frente al grupo con el conducto NeuraGen®) (D) el grosor medio de la mielina (*, p<0, 05 frente a Ios
grupos con conducto de 7 canales y NeuraGen®; ; §, p < 0,05 frente al grupo con el conducto NeuraGen® ). Escala de
barras, 30 pm.

Figura 14. Resultados de la amplitud media de los potenciales de accién muscular compuestos registrados en el
musculo plantar y dorsal de la pata, respectivamente, en el grupo experimental 1 (A y B). En los paneles C y D
también se presentan los resultados de las amplitudes de CMAP en los animales del grupo experimental 2 que
fueron entrenados con una cinta de andar (*, p < 0,05).
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Figura 15. A-D: Imagenes de microscopia de fluorescencia (10 aumentos, filtro DAPI) de la seccion longitudinal
tomada a través del cuerno anterior después de la reparacién con autoinjerto (A), de la reparaciéon con conducto de 1
canal (B), 2 canales (C) y 4 canales (D). E-H: Imagenes de microscopia de fluorescencia (20 aumentos, filtro DAPI)
de (E) un perfil marcado Unicamente con FB (con citoplasma azul y nicleo oscuro, flecha a), (F) un perfil marcado
Unicamente con DY (con nlcleo amarillo y citoplasma oscuro, flecha b) y (G y H) perfiles doblemente marcados con
FB-DY (con nicleo amarillo y citoplasma azul. G, flecha c; H, flecha d). I: Resultados del rastreo simultaneo para el
numero medio de perfiles marcados con FB, DY y doblemente marcados con FB-DY después de la reparacién con
autoinjerto y con conductos de 1, 2 y 4 canales. J: Resultados del rastreo simultdneo para los porcentajes de
proyecciones dobles después de la reparacién con autoinjerto y con conductos de 1, 2 y 4 canales (*, p < 0,05, frente
a los grupos con conducto de 2 canales y 4 canales). Escala de barras, 200 pm.

Descripcion detallada de los dibujos

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Fabricacion de conductos para nervios multicanal de colageno

En el presente estudio, se disefaron conductos de un solo canal y conductos multicanal con dimensiones
adecuadas para un modelo de reparacion del nervio ciatico de rata. Se construyeron moldes cilindricos "negativos”
con 4 o 7 hilos que se extendian hasta los extremos terminales o retenedores para crear canales para la orientacion
del nervio. Los diametros interiores de los canales (determinados por los diametros exteriores del alambre) para los
moldes de 4 y 7 canales eran de 530 um y 410 um, respectivamente. La distancia entre los dos extremos terminales
de cada molde era de 1 cm. La figura 1A muestra una representacion esquematica de un conducto de colageno de 7
canales en un molde. Para la reparacién de nervios, los conductos se fabricaron con un borde de 1 mm en cada
extremo (figura 1B) para la insercién y la sutura del muidn del nervio. Los conductos sin labios se fabricaron para
los estudios de caracterizacion in vitro (figura 1 C). El procedimiento para fabricar el conducto de colageno de 7
canales se muestra de manera esquematica en la figura 1D. Se insertaron dos alambres de acero inoxidable en los
canales en los dos extremos terminales y se dejé que una disoluciéon de colageno con una concentracion de
12 mg/ml (derivado de tendén de Aquiles bovino mediante extracciéon con acido y pepsina) se autoensamblara de
manera uniforme alrededor de los alambres y se sec6 al aire. Se insertaron otros dos alambres en los dos canales
adyacentes y se dejo autoensamblar la disolucion de colageno alrededor de los alambres y se sec6 al aire. Se
insertaron dos alambres en los siguientes dos canales de los dos moldes y una vez mas se colocd la disolucién de
colageno alrededor de los alambres y se sec6 al aire. Por Ultimo, se insertd uno de los alambres en el canal restante
de los dos moldes y se colocé la disolucién de colageno alrededor de toda la construccion de alambre y colageno
seco. Se dej6 autoensamblar la disoluciéon de colageno alrededor del alambre y se sec6 al aire (figura 1D). El
conducto de 4 canales se fabric6é de una forma analoga con solo 4 alambres.

Para fabricar un borde sobre el conducto para realizar la sutura, se colocé disolucién de colageno alrededor de toda
la construccién de alambre y coldgeno seco y también 1 mm de los retenedores en cada extremo (figura 1C).
Después de retirar los alambres y los retenedores, queda formado un borde en cada extremo del conducto. El
procedimiento para fabricar el conducto de colageno de 7 canales se muestra de manera esquematica en la
figura 1D. Se insertaron dos alambres de acero inoxidable en los canales en los dos retenedores extremos
terminales y se dejé que una disolucion de colageno con una concentracion de 12 mg/ml (derivado de tendén de
Aquiles de bovino mediante extracciéon con acido y pepsina) se autoensamblara de manera uniforme en los alambres
y se secd al aire. Se insertaron otros dos alambres en los dos canales adyacentes y se dejé autoensamblar la
disolucién de colageno alrededor de los alambres y se secé al aire. Se insertaron dos alambres en los siguientes dos
canales de los dos moldes y una vez mas se coloco la disolucién de colageno alrededor de los alambres y se secé al
aire. Por ultimo, se insertd uno de los alambres en el canal restante de los dos moldes y se coloco la disoluciéon de
colageno alrededor de toda la construccion de alambre y colageno seco. Se dej6 autoensamblar la disolucion de
colageno alrededor del alambre y se sec6 al aire (figura 1D).

Para fabricar el conducto de 1 canal, se vertio la disolucion de colageno sobre un Unico alambre de acero inoxidable
(diametro 1,5 mm) y se secé al aire. Para mejorar la resistencia mecéanica del conducto, podria aumentarse el
espesor de la pared del conducto mediante la colocacién de mas de colageno alrededor de todo el conducto de
alambre y colageno seco y posterior secado al aire.

El conducto de colageno secado al aire en los alambres se traté a continuacién con una disolucién de reticulacién de
EDC (10, 30 0 60 mM) y NHS (1-30 mM) en disolucién de MES (1-100 mM, pH 5,5) durante la noche. Después de
lavar con NaH»PO, (0,1-0,2 M) y agua destilada, se liofilizd el colageno sobre los alambres. Los moldes y los
alambres de los conductos de colageno se retiraron después de la liofilizacién.

Se fabricaron peliculas de colageno mediante la dispersion de la disolucién de colageno sobre una superficie plana
de Teflon (barqueta de pesada) secado al aire. Las peliculas de colageno se reticularon a continuacién con EDC y
NHS como anteriormente. Los conductos para nervios de colageno NeuraGen® (NeuraGen®, Integra Life Sciences
Corporation, EE.UU.), que se han utilizado en la préctica clinica, sirvieron como control de conductos un solo canal.
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Terminologia

La pelicula de colageno no reticulado, los conductos de colageno de 1, 4 y 7 canales reciben la denominacion CF,
C1, C4 y C7, respectivamente. La pelicula de colageno, los conductos de colageno de 1, 4 y 7 canales que estan
reticulados con EDC 10 mM/NHS 10mM, EDC 30 mM/NHS 10 mM o EDC 60 mM/NHS 10 mM reciben la
denominacién 10CF, 10C1, 10C4, 10C7, 30CF, 30C1 , 30C4, 30C7, 60CF, 60C1, 60C4 y 60C7, respectivamente.

Degradacion con colagenasa

Para estudiar el perfil de degradacién de los conductos de colageno, se utilizé la enzima colagenasa tipo Il
bacteriana, derivada de Clostridium histolyticum (Sigma: C6885, EC 3.4.24.3). La enzima se disolvi6 en una
disolucién tampén de Tris-HCI 0,1 M (pH 7,4) que contenia CaCl, 0,005 M y NaNs 0,05 mg/ml. Se utilizé una
concentracién de 5 U de colagenasa por mg de muestra de colageno. Después de 3 horas, 24 horas y 48 horas de
incubacién de las muestras con disolucion de enzima, se centrifugaron las muestras a 4 °C y el sedimento
remanente se lavo repetidamente con agua destilada y posteriormente se liofilizd. A continuaciéon se pesaron las
muestras. La figura 2 ilustra el porcentaje de degradacién de las muestras de colageno y colageno reticulado en
presencia de la enzima colagenasa en funcion del tiempo.

Contenido de grupos amina libres

Se cortaron los conductos de colageno y la pelicula de colageno tratados con diferentes concentraciones de EDC y
NHS se cortaron en porciones con un peso de aproximadamente 2 mg y se colocaron en tubos eppendorf. A cada
tubo se le anadieron 200 ul de agua destilada y 1 ml de disolucién de ninhidrina. Los tubos se incubaron en la
oscuridad a 95-100 °C durante 30 minutos. A continuacion, se dejaron enfriar hasta temperatura ambiente. Se
afnadieron 250 yl de cada muestra a 1 ml de disolucion de isopropanol al 50 %. Las disoluciones se agitaron a
continuacion en el vortex y se analizaron utilizando el NanoDrop a una longitud de onda de 570 nm. La disolucién de
ninhidrina se preparé mezclando un tubo de ninhidrina al 4 % en 2-etoxietanol y otro tubo de acido citrico 200 mM
(cloruro de estafio Il al 0,16 % p/v, pH 5,0). Se mezclé meticulosamente el contenido de los dos tubos e
inmediatamente se anadio a las muestras.

Temperatura de contraccion

La temperatura de contraccion de las muestras de conductos de colageno y de pelicula de colageno se determind
mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC). Las medidas calorimétricas se realizaron con un instrumento
DSC-60 (Shimadzu Europe Ltd., Duisburg, Alemania). Las muestras de los conductos de colageno (6 mg) se
sumergieron en PBS a 4 °C durante la noche. Las muestras himedas se secaron con papel de filtro para eliminar el
exceso de agua y se sellaron herméticamente en recipientes de aluminio. El calentamiento se mantuvo a una
velocidad de 5 °C/min en el intervalo de temperaturas de 25 a 95 °C y se us6 un recipiente de aluminio vacio como
sonda de referencia. La temperatura de contraccion (Tc) se determiné como el valor de inicio del pico endotérmico
producido. Se realizaron tres mediciones independientes de las muestras por cada composicién de matriz.

Efecto de la reticulacion con EDC y NHS sobre el crecimiento de neuritas a partir de los ganglios de la raiz dorsal

Los procedimientos utilizados en los experimentos con animales fueron aprobados por el Comité institucional de
proteccion y utilizacion de animales y completados en la Clinica Mayo (Rochester, MN, EE.UU.). Se aislaron
ganglios de la raiz dorsal (DRG) de embriones de rata de 14 dias de edad y se cultivaron en peliculas CF, 10CF,
30CF y 60CF. Después de 2 dias de cultivo en MEM (medio esencial minimo, Gibco) suplementado con suero de
ternera al 10 %, factor de crecimiento nervioso (NGF, 8 ng/ml), glucosa (al 0,6 % p/v) y L-glutamina (1,4 mM; Sigma)
a 37 °C), los DRG se fijaron con paraformaldehido al 4 %. Los cultivos de DRG se incubaron a continuacién con
anticuerpo anti-tubulina 1l (1:200, MsX Tubulin Betalll Isoform, Milipore) durante la noche a 4 °C. Después del
lavado, las células se incubaron con IgG anti-ratén de cabra conjugada con Cy3 (1:200, Jackson ImmunoResearch)
durante 2 horas a temperatura ambiente. Las imagenes de los DRG fueron tomadas con un microscopio de
fluorescencia (Axiovert 200M; Carl Zeiss, Inc.).

Las mediciones de crecimiento radial de las neuritas se realizaron utilizando el programa informéatico NIH Image J.
La longitud de las neuritas se midié desde el centro del ganglio hasta el borde del proceso neuronal mas largo como
se ha descrito previamente [Ta, 2006]. La longitud media de las neuritas (en mm) se calculd a partir de los explantes
de tres experimentos independientes.

Hinchazoén de los conductos

Se colocaron conductos 30C1, 30C4 y 30C7 y el conducto de colageno Integra en disolucion tamponada de fosfato
(PBS, pH 7,4) a 37 °C. Se estudiaron el peso, la longitud, la anchura y el area del canal de los conductos en los
siguientes puntos temporales: inmediatamente antes de la incubacion y en el dia 1, dia 7 y dia 30 después de la
incubacién con PBS a 37 °C. La longitud y anchura de los conductos se midieron por medio de un calibre digital
(Mitutoyo, Aurora, IL, EE.UU.). El area del canal se analiz6 con un programa informatico Image J (National Institute
of Mental Health, Bethesda, Maryland, EE.UU.). Las imagenes de los conductos de colageno en los puntos
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temporales anteriores se tomaron usando un estereomicroscopio (Nikon SMZ800, Nikon Corporation, Japén) con
una camara digital (camara Nikon digital sight DS-Fil, Nikon Corporation, Japén).

ESTUDIOS MECANICOS DE CARACTERIZACION

Las propiedades mecanicas de los conductos multicanal de colageno se caracterizaron por medio de las pruebas de
compresion, traccién y flexién de 3 puntos. Las pruebas de compresién y traccion se realizaron en los conductos de
colageno 30C1, 30C4, 30C7 y en conductos comerciales utilizando una maquina de pruebas uniaxial (ELF 3200
Endura-Tec, Schaumburg, IL), y las pruebas de flexion de tres puntos se llevaron a cabo usando un analizador
dinamico mecanico (DMA 2980, TA Instruments, New Castle, DE). Las muestras se incubaron en PBS (a 37 °C)
durante la noche antes de la prueba. Todas las pruebas se realizaron inmediatamente después de retirar las
muestras de la incubadora.

La prueba de compresion transversal se realiz6 en conductos con una longitud de 10 mm. Los didmetros medios de
los conductos 30C1, 30C4, 30C7 y de los conductos comerciales eran de 2,29 +0,02 mm, 1,83 +0,01 mm,
1,81 £0,04 mm y 1,80 £ 0,03 mm, respectivamente. Se aplicé un desplazamiento perpendicular al eje longitudinal
del conducto a una velocidad de la cruceta de 6 mm/min para un desplazamiento final de 1,2 mm (aproximadamente
el 60 % del diametro de los conductos), y se registraron la fuerza, F, y el desplazamiento, d. La rigidez estructural a
la compresion transversal se calcul6 a partir de la porcién lineal inicial de la curva F-d usando regresién lineal.

Para llevar a cabo la prueba de traccién, se colocé cada conducto de colageno en las abrazaderas de ajuste manual.
La distancia entre las abrazaderas se fijo en 10 mm, y los conductos se estiraron a una velocidad de 10 mm/min al
tiempo que se registraron la fuerza y el desplazamiento. La rigidez estructural a la traccion se calculd a partir de la
porcién lineal inicial de la curva F-d usando regresién lineal y la fuerza se registr6 como la mayor fuerza alcanzada
durante la prueba.

Para las pruebas de flexién de tres puntos, se colocaron conductos de 15 mm intactos en el soporte en dos puntos
separados entre si por 1 cm (es decir, L = 10 mm). En un tercer punto a medio camino entre estos, se aplicé una
fuerza en aumento sobre la muestra desde la parte superior (figura 10A). La rigidez a la flexion, El, se calculd
utilizando la siguiente férmula:

El = (F/d) (L%/48)

en la que la mejor estimacion de la pendiente (F/d) se determind por regresién lineal a partir de la porcién inicial
(lineal) de la curva de fuerza-desplazamiento.

Animales, procedimientos y grupos experimentales

En este estudio se utilizaron un total de 72 ratas Lewis hembras adultas, con un peso de entre 190 y 220 gramos. En
el primer grupo experimental, para el estudio de morfometria del nervio y registros del CMAP, se asignaron
aleatoriamente 48 ratas a 6 subgrupos: autoinjerto, conductos de colageno de 1, 2, 4 y 7 canales y el conducto
comercial de colageno de un solo canal (NeuraGen®, Integra Life Sciences Corporation, EE.UU.). En el segundo
grupo experimental, para los estudios de marcaje retrégrado simultaneo, analisis del movimiento del tobillo y
registros del CMAP, se asignaron aleatoriamente 24 ratas a cuatro subgrupos: autoinjerto, conductos de 1, 2 y 4
canales. En este Ultimo grupo, se realiz6 entrenamiento en cinta de andar (velocidad de carrera 15 m/min, duracién
10 minutos), una semana después de la operacion, y posteriormente cuatro veces por semana durante ocho
semanas en total para prevenir la formacion de contracturas.

Procedimiento quirurgico

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina 80 mg/kg y 5 mg/kg de xilazina, que se inyect6 por via intraperitoneal.
La diseccién se realiz6 con la ayuda de un microscopio quirdrgico Zeiss (Carl Zeiss, Inc., Oberkochen, Alemania). Se
expuso y se aislé el nervio ciatico izquierdo a nivel de la mitad del muslo utilizando un enfoque dorsal-lateral. Se
resecO un segmento de 5 mm del nervio ciatico antes de la bifurcacion del nervio en las ramas tibial y peroneal del
nervio. Se insertdé 1 mm de los extremos del nervio proximal y distal en los tubos de 12 mm de longitud con suturas
monofilamento de nylon 10-0 (Ethilon; Ethicon, Inc., Piscataway, NJ). La herida se cerré en capas (figura
complementaria 1). El mismo procedimiento se realiz6 para la reparacién por injerto de nervio autélogo, excepto en
que se corté transversalmente un segmento de 1 cm de nervio ciatico y se reparé mediante microcirugia con suturas
monofilamento de nylon 10-0.

Morfometria del nervio

Después de 16 semanas de la implantacion, en todos los animales del primer grupo experimental, se volvid a
exponer el injerto y se fijo in situ con una disolucién de Trump (formaldehido al 4 % y glutaraldehido al 1 % en
disolucién tamponada con fosfato) durante 30 minutos. Se resecé el injerto y se coloc6 en el mismo fijador durante
toda la noche. Se recogieron las muestras (2 mm) en el punto medio del injerto y se incluyeron en resina de Spurr.
Se cortaron secciones (1 um) con una cuchilla de vidrio en un ultramicrotomo (EMUCG6 ultracut de Leica, Wetzlar,
Alemania). Se tifieron las secciones de cada muestra con azul de toluidina o fenilendiamina al 1 % para el estudio de
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morfometria del nervio. La morfometria del nervio se realizé en un sistema de analisis de imagenes. Brevemente, se
extrajeron manualmente del borde interior y exterior de las fibras mielinizadas al menos 500 fibras mielinizadas a 63
aumentos en areas seleccionadas al azar en el portaobjetos para determinar el nimero de fibras mielinizadas, la
densidad de las fibras mielinizadas, el diametro medio de las fibras mielinizadas y el grosor medio de la mielina.

Registro del potencial de accion muscular compuesto

En todos los animales de ambos grupos experimentales, se registraron los CMAP antes de la operacién y a las 6, 8,
10, 12 y 16 semanas después de la implantacién del conducto para nervios. Brevemente, en primer lugar los
animales fueron anestesiados con el procedimiento descrito anteriormente (procedimiento quirdrgico), a continuacién
se registraron los CMAP con una maquina de electromiografia (Nicolet Viking IV; Viasys Healthcare, Inc.,
Conshohocken, PA) en los musculos del pie inervados por el nervio tibial y peroneo de la extremidad izquierda. Se
colocaron los electrodos de aguja de registro en los muisculos plantar o dorsal del pie mencionados a electrodos de
aguja colocados distalmente en los dedos del pie. Se colocaron los electrodos de estimulo de aguja directamente en
la parte posterior de la tibia con aproximadamente 5 mm de separacion entre el catodo distal y el &nodo proximal.
Los electrodos de estimulo se ajustaron localmente para producir la amplitud maxima del CMAP. El estimulo se
incrementd gradualmente para producir una respuesta supramaxima. Se registraron los CMAP y se analizaron para
determinar la amplitud del potencial de accién.

Marcaje retrogrado simultaneo

En el segundo grupo experimental, después de dieciséis semanas, todos los animales fueron anestesiados para el
marcaje retrégrado simultaneo. Se expusieron el injerto del nervio y las ramas distales del nervio tibial y peroneo. En
primer lugar, se cort6 transversalmente el nervio peroneo y se coloco el extremo proximal en un vaso con disolucién
de diamidino amarillo (DY) al 5 % (EMS-Chemie, Mannedorf, Suiza) durante 20 minutos. Después de eso, se limpid
el extremo del nervio y a continuacion se suturd y se cubrié por medio del tejido adiposo circundante para evitar la
fuga del trazador y la contaminacion cruzada. Posteriormente, se cort6 transversalmente el nervio tibial y se colocé
el extremo proximal del nervio en un vaso con disoluciéon de azul rapido (FB) al 5 % (EMS-Chemie, Mannedorf,
Suiza) durante 20 minutos. Una vez mas, se limpi6 el extremo del nervio y a continuacion se suturd y se cubrid por
medio del tejido adiposo circundante. Seis dias después de la aplicacion del trazador, se perfundieron los animales
por via transcardiaca con paraformaldehido al 4 % y sacarosa al 10 % en disolucion tamponada con fosfato (PBS).
Se extirparon los segmentos L1 a L6 de la médula espinal y se fijaron posteriormente durante toda la noche. Se
cortaron secciones sagitales longitudinales de 30 um de grosor en un criostato (LEICA Cryostat, CM3050S,
Nussloch, Alemania) a -20 °C. Las secciones se evaluaron inmediatamente bajo un microscopio de fluorescencia
(Axioplan 2; Carl Zeiss, Inc.). Se contaron los perfiles neuronales con citoplasma azul y un nucleo oscuro como
marcados con FB, los perfiles con un nucleo de color amarillo y el citoplasma oscuro como marcados con DY, y los
perfiles con un nudcleo de color amarillo y citoplasma azul como perfiles doblemente marcados con FB-DY. Se
contaron todos los perfiles de todas las secciones.

Estadistica

Los datos se expresaron como medias + DE y se analizaron mediante ANOVA unidireccional con un paquete de
software SPSS17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.). Los valores p inferiores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

Resultados

Los conductos multicanal de colageno reticulados con EDC 30 mM y NHS 10 mM mostraron un bajo contenido de
grupos amina, alta estabilidad térmica y resistencia maxima a la colagenasa

En la figura 2 se muestra el porcentaje en peso de las muestras de colageno restante después de la degradacion
con colagenasa como una funcion del tiempo. La reticulacion con EDC y NHS redujo significativamente la tasa de
degradacién de los conductos de colageno por la colagenasa. Después de 3 horas de digestion, el peso de las
peliculas, los conductos y conductos comerciales de colageno no reticulado disminuyd significativamente en
comparacién con los conductos y las peliculas de colageno reticulados con EDC/NHS (P < 0,01). La tasa de
degradacién de los conductos 30C1, 30C4 y 30C7 fue significativamente menor que la de todas las otras muestras
después de 48 horas de digestion (P < 0,01). El peso de todos los conductos de colageno reticulado disminuyé a
una velocidad mas baja en todos los puntos temporales en comparacion con el de la pelicula de colageno reticulado
y el del conducto de colageno comercial (P < 0,01). La reticulacién con EDC/NHS disminuy6 el nimero de grupos
amino libres de los conductos de colageno debido a la formacién de enlaces amida entre grupos amina y carboxilo.
Los resultados de la evaluacion cuantitativa del contenido de grupos amina se muestran en la figura 3. La pelicula
CF mostr6 una cantidad significativamente mas alta de grupos amina libre (6,11 £ 0,08 mmol) en comparacion con
las peliculas y los conductos de colageno reticulados con EDC/NHS vy los conductos de colageno no reticulado
(P < 0,01). Los conductos de colageno no reticulado y la pelicula 10CF mostraron significativamente mas cantidad
de grupos amina libre que la 60CF, 30CF y todos los conductos reticulados (P <0,05). No hubo diferencia
estadistica entre los conductos reticulados con EDC 10, 30 y 60 mM. Las temperaturas de contracciéon de los
conductos y peliculas de colageno no reticulados fueron significativamente méas bajas que las de los conductos y
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peliculas de colageno reticulados (P <0,01) y la del conducto comercial (P < 0,05) (figura 4). La temperatura de
contraccion de los conductos de colageno reticulados con EDC 30 mM y NHS 10 mM fueron significativamente mas
elevadas que las de todas las otras muestras (P < 0,05). El conducto comercial y la pelicula 60CF mostraron
temperaturas de contraccion significativamente inferiores a las de los otros conductos y peliculas de colageno
reticulados (P < 0,05).

La reticulacion con EDC hasta 30 mM no influyé de manera negativa sobre el crecimiento axonal del cultivo de
explantes de DRG

Las peliculas de colageno reticulado con EDC/NHS soportaron el crecimiento de los explantes de DRG. La
morfologia de las células, que se muestra en la figura 5, demuestra que los DRG crecieron en las peliculas de
colageno reticulado y no reticulado y formaron neuritas. Los explantes de DRG mostraron longitud de neuritas similar
cuando se cultivaron en las peliculas CF, peliculas 10CF y peliculas 30CF, mientras que en las peliculas 60CF la
longitud de las neuritas fue mas corta (fig. 5A-E). La longitud media de las neuritas para los DRG cultivados en
peliculas CF (1,09 + 0,23 mm) fue significativamente mayor que la de las peliculas 60CF (0,89 + 0,24 mm, P < 0,05),
pero no se encontraron otras diferencias significativas (fig. 5F). Se usaron mas de 20 DRG para la medicién de la
longitud de las neuritas en cada grupo (N = 26, 22, 23 y 30 para la CF, 10CF, 30CF y 60CF, respectivamente).

Los conductos multicanal de colageno mantuvieron la geometria del canal en los estudios de hinchamiento

Después de un dia de incubaciéon en PBS, la anchura y el peso de todos los conductos de colageno aumentaron
significativamente (P < 0,01); no se observaron cambios significativos después del dia 1 (figuras 6 y 7). La longitud
de los conductos 30C1, 30C4 y del conducto comercial no cambi6 significativamente durante el periodo de
incubacién, sin embargo, la longitud de los conductos de 7 canales aumentd significativamente después de la
incubacién de 1 dia en PBS (P < 0,05); no se observaron otros cambios significativos después de 1 dia. Al dia 30, la
longitud de los conductos no mostré variacion significativa entre los tipos de conductos. El area del canal de los
conductos de 4 y 7 canales no mostr6 cambios significativos después de la incubacién de 30 dias. El area del canal
se normaliz6 mediante el calculo de la relacion del area abierta total de cada conducto (en pixeles) al area media de
los conductos de 1 canal en el dia cero (antes de la incubacion). El area del canal de los conductos de 1 canal
aumento significativamente (P < 0,05) después de la incubacién de 1 dia, sin cambios posteriores. El area del canal
de los conductos comerciales disminuy6 significativamente después de la incubacion 1 dia (P < 0,05); no se
observaron otros cambios significativos con el transcurso de la incubacién.

Los conductos multicanal de colageno mostraron una mayor rigidez y resistencia mecanicas que los conductos de
colageno de un solo canal

Los resultados del analisis de fuerza de compresién transversal-desplazamiento se muestran en la figura 8. Los
datos de fuerza de compresién-desplazamiento para todos los tipos de conductos mostraron la clasica curva en
forma de J caracteristica de los tejidos blandos de colageno con histéresis sustancial entre las curvas de carga y de
descarga (figuras 8A y 8B). Se observo recuperacion completa de las dimensiones iniciales sin evidencia alguna de
deformacién plastica o aplastamiento. Las curvas de carga representativas se muestran en las figuras 8C y 8D;
nétese que el conducto comercial y las muestras 30C1 también aumentaron la rigidez de manera no lineal en
desplazamientos mayores de 1,2 mm. Para relevancia fisiolégica, se analizé la porcién lineal inicial de las curvas
antes de la region puntera en lugar de la pendiente maxima. La rigidez estructural a la compresion transversal del
conducto comercial fue de 0,92 + 0,15 N/mm (N = 4), que fue significativamente mayor que la de los conductos 30C1
(0,24 £ 0,04 N/mm, N = 4), 30C4 (0,43 £ 0,11 N/mm, N = 4) y 30C7 (0,56 £ 0,11 N/mm, N = 4) (P < 0,01). La rigidez
a la compresion del conducto 30C7 fue significativamente mayor que la de los conductos 30C1 (P < 0,01).

Las pruebas de traccidon mostraron que la rigidez estructural a la traccion de los conductos 30C7 (3,59 £ 0,70 N/mm,
N = 8) fue significativamente mayor que la de los conductos 30C1 (2,57 + 0,66 N/mm, N = 9, p < 0,05). La rigidez a
la traccién de los conductos 30C4 (3,48 £ 0,80 N/mm, N = 8) y de los conductos comerciales (2,38 + 0,86 N/mm,
N = 3) no fue significativamente diferente de la de los 30C1 y conductos 30C7. La fuerza aplicada al conducto
comercial en el punto de fallo (6,89 + 2,6 N) fue significativamente mayor que la del conducto 30C1 (3,15 +1,25 N,
P < 0,01). Las fuerzas en el punto de fallo de los conductos 30C4 y 30C7 no fueron significativamente diferentes de
las de los conductos 30C1 y comercial (figura 9).

Los datos del estudio de flexion de tres puntos se muestran en la figura 10B. La rigidez a la flexién de los conductos
30C1 (0,77 £ 0,28 Nmm2, N = 6) fue significativamente menor que la de los conductos 30C4 (1,88 + 0,35 Nmm2,
N=6,P <0,01) y 30C7 (2,13 +0,54 Nmm2, N = 6, P < 0,01). La rigidez a la flexién de los conductos 30C4 y 30C7
no fue significativamente diferente. Todas las muestras volvieron a sus dimensiones originales tras retirar la carga
después de la flexion maxima (> 5 mm de deflexion).

Morfometria del nervio

Se observo regeneracion satisfactoria (definida por la presencia de axones mielinizados en el medio del conducto)
en 39 de 40 casos de reparacién por medio de conducto (en un injerto de conducto de 2 canales solo estaba
presente tejido fibroso). Las figuras 11 y 12 muestran imagenes microscopicas (tomadas con 5 aumentos (figura 11)
y 40 aumentos (figura 12)) de las secciones tomadas a través de la mitad de los 6 tipos de injertos.
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El nimero medio de fasciculos (canales llenos de axones mielinizados) fue de uno para los conductos de un solo
canal, 1,6 £0,8 para los conductos de 2 canales, 3,75 + 0,4 para los conductos de 4 canales y 6 £ 1 para los
conductos de 7 canales. El nUmero medio de fibras mielinizadas no fue significativamente diferente entre los grupos
de conductos (figura 13A), pero fue significativamente mayor después de la reparacién con autoinjerto
(10.348 + 1038, frente a todos los grupos de conductos, p < 0,01). La densidad media de fibras mielinizadas
(figura 13, parte B) fue significativamente mayor para el grupo con conductos de 2 canales (frente al autoinjerto, al
conducto de un solo canal y al conducto comercial, p < 0,05), y significativamente menor para el grupo con el
conducto comercial (frente a todos los otros grupos, p < 0,01).

El diametro de las fibras mielinizadas (figura 13C) del grupo con el conducto de un solo canal (4,37 £ 0 um) fue
significativamente mayor que el de los grupos con conductos de 2 y 7 canales y con conductos comerciales
(p < 0,01). ElI diametro de las fibras mielinizadas de los grupos con autoinjerto y con conductos de 4 canales
(4,08 £ 0,37 um y 4,27 £ 0,19 um, respectivamente) fue significativamente mayor que el del grupo con injerto de
conducto comercial (3,64 + 0,20 um; P < 0,05). El grosor de la mielinizacién (figura 13D) del grupo con autoinjerto
(0,67 £ 0,13 um) fue significativamente mayor que el del grupo con conductos de 7 canales (0,57 £ 0,03 um; p 0,05)
y el del grupo con conductos comerciales (0,52 + 0,03 um, p < 0,01). El grosor de la mielinizaciéon de los grupos con
conductos de 1 canal y de 4 canales (0,66 £ 0,07 um y 0,64 £ 0,005 um, respectivamente) fue significativamente
mayor que el del grupo con conducto comercial (p < 0,05).

CMAP

En el primer grupo experimental para el estudio de morfometria del nervio y el registro de los CMAP, los primeros
CMAP se detectaron seis semanas después de la reparacién con autoinjerto y ocho semanas después de la
reparacion con el conducto de un solo canal (figuras 14A y B). La amplitud del CMAP de todos los grupos
experimentales aument6 con el tiempo. A las doce semanas, la amplitud del grupo con autoinjerto en los musculos
plantares y los musculos dorsales del pie (2,08 £ 0,94 mV y 2,25 + 1,16 mV, respectivamente) fue significativamente
mayor que la de los otros grupos (p <0,01). A las dieciséis semanas, la amplitud del CMAP del nervio con autoinjerto
en los muasculos plantares y en los musculos dorsales del pie (3,95 £ 0,83 mV y 3,38 £ 1,18 mV, respectivamente)
fue significativamente mayor que la de los grupos con conductos de 2, 4 y 7 canales y con conducto comercial
(p < 0,01). La amplitud del CMAP de los grupos con conductos de 1y 4 canales en los musculos plantares del pie
(2,35 £0,80 mV y 1,90 £ 0,70 mV, respectivamente) fue significativamente mayor que la del grupo con el conducto
de 7 canales (0,63 £0,56 mV, p <0,05). La amplitud del CMAP del grupo con el conducto de 1 canal en los
musculos dorsales del pie (2,08 + 0,89 mV) fue significativamente mayor que la del grupo con el conducto de 7
canales (0,38 + 0,44 mV, p <0,01). La comparacién de los CMAP a las dieciséis semanas que se realizd entre el
primer grupo experimental sin entrenamiento en cinta de andar y el segundo grupo experimental con entrenamiento
en cinta de andar se muestra en las figuras 14C y D.

La amplitud del CMAP del grupo con 4 canales en los musculos plantares del pie (3,43 £0,70 mV) con
entrenamiento en cinta de andar fue significativamente mayor que la del grupo sin entrenamiento (p < 0,05).

Marcaje retrogrado simultaneo

Después de la reparacién con autoinjerto y con conductos de 1, 2 y 4 canales, los perfiles marcados con FB, DY y
FB-DY en el asta anterior de la médula espinal se encontraron entremezclados. Las imagenes de los perfiles con
diferente marcaje se proporcionan en la figura 15. El nimero total de perfiles marcados no fue significativamente
diferente después de la reparacidén con conductos de 1, 2 y 4 canales, pero fue significativamente mayor después de
la reparacion con autoinjerto (p < 0,01). El porcentaje de proyecciones dobles tanto a la rama tibial como a la
peroneal del nervio se calculé dividiendo el nimero total de neuronas doblemente marcadas por el nimero total de
neuronas (neuronas marcadas con un solo trazador y neuronas marcadas con los dos trazadores (DY y FB)). Es
interesante destacar que el porcentaje de neuronas doblemente marcadas fue significativamente menor después de
la reparacion con conductos de 2 canales (2,7 % +2,9 %) y de 4 canales (2,4 % + 1,5 %) en comparacion con la
reparacion con los conductos de un solo canal (7,1 % * 2,7 %) (ambos p < 0,05), lo que indica una menor dispersion
axonal después de la reparacién con el tubo para nervios multicanal.

Discusion

En el disefio de la proxima generacion de conductos para nervios, son deseables las siguientes caracteristicas de
los conductos. El biomaterial debe ser biocompatible. Los conductos deben ser flexibles y tener suficiente resistencia
mecanica para resistir la compresién y el colapso. La degradacion de los conductos debe programarse para que
coincida con la tasa de regeneracion del nervio. El proceso de fabricacion del biomaterial debe ser sencillo y
reproducible.

En este estudio, mediante el uso de una técnica Unica secuencial de moldeo y secado al aire en y/o con un
procedimiento de reticulacion optimizado, los inventores han fabricado una serie de conductos multicanal de
colageno con propiedades bioquimicas y mecanicas a medida que demostraron tener la compatibilidad celular
requerida. La estabilidad dimensional, la tasa de degradacion y las propiedades mecanicas del colageno pueden
regularse con una variedad de procedimientos de reticulaciéon [Chau y col., 2005, Ben y col., 1988, Matsuda y col.,
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1999, Dunn y col.,, 1969]. Sin embargo, los efectos citotdéxicos de los agentes de reticulacién tales como
glutaraldehido, diisocianato de hexametileno y azidas de acilo estan bien documentados. La EDC, un agente de
reticulacion hidrosoluble, de longitud cero, puede reticular las moléculas directamente y, con lavados repetidos con
tampdn y con agua, la EDC ha demostrado ser menos téxico que estos agentes de reticulacion formando “enlaces-
puente”.

Para cuantificar el grado de reticulacion, se estudiaron los porcentajes de los grupos NH, libres restantes y la
temperatura de contraccién de las muestras de colageno reticulado. El mecanismo de reticulaciéon con EDC implica
la activacion de los grupos carboxilicos (-COOH) de los residuos de acido glutamico y aspartico y la formacion de
enlaces amida (-CONH-) en presencia de grupos amina libres (-NHz) de residuos de lisina o hidroxilisina. Como la
reticulacion con EDC implica la reaccidn entre los grupos -COOH libres y los grupos -NHz del colageno para formar
un enlace -CONH-, la reticulacién reduce la cantidad de grupos NH: libres en las muestras de colageno. La
disminucion de los grupos -NHz en las muestras de colageno es coherente con el grado de reticulacion del colageno.
El estudio por DSC mostr6 que la temperatura de contraccion de las muestras de colageno aument6 cuando la
concentracion de EDC aumenté de 10 mM a 30 mM. Esta observacién es coherente con los hallazgos de los
estudios con ninhidrina y sugiere que la reticulacion con EDC 30 mM y NHS 10 mM crea el nUmero maximo de
puentes de reticulacién. Este resultado es compatible con la maxima resistencia a la digestion con colagenasa de los
conductos reticulados con EDC 30 mM y NHS 10 mM. El hinchamiento de los conductos de colageno se observa a
menudo en condiciones in vivo e in vitro. El hinchamiento inicial es el resultado de la absorciéon de agua. El
hinchamiento puede causar problemas significativos en la aplicacién in vivo, cuando deforma significativamente los
conductos y disminuye el area del canal de los conductos. La deformacion de las guias nerviosas puede impedir la
extensién de la regeneracién axonal. El grosor y las caracteristicas de hinchamiento de los conductos de colageno
pueden controlarse por medio de la reticulacién para aportar estabilidad al tubo. En este estudio los inventores
observaron que la absorciéon de agua provocé la disminucion significativa del area del canal de los conductos para
nervios Integra después de la incubacion de 1 dia en PBS a 37 °C. Por el contrario, el area del canal del conducto de
1 canal no mostré cambios significativos. El control del hinchamiento de los conductos multicanal es crucial, ya que
el hinchamiento del intervalo entre los canales puede provocar la disminucion significativa del area del canal. Se ha
demostrado el hinchamiento y la deformacién de los conductos multicanal de poli(lactida-co-glicolida) en anteriores
estudios in vitro e in vivo [de Ruiter y col., 2008b] y, por consiguiente, las cavidades de conducto se bloquearon. No
se observd crecimiento de los nervios en los conductos blogueados. Los conductos multicanal de colageno
fabricados en este estudio no mostraron una disminucion del area del canal en la prueba in vitro y también pueden
apoyar el crecimiento de los nervios en los estudios in vivo.

Las propiedades mecanicas de los conductos para nervios son importantes para mantener la integridad y la
estabilidad en el sitio del injerto. Los conductos para nervios deben mantener la integridad estructural mientras se
manejan y se implantan en la cirugia. Después de la cirugia, es necesario que los conductos proporcionen soporte
biomecanico suficiente durante el proceso de regeneracion del tejido nervioso. Especificamente, los conductos
deben resistir la contraccion muscular, el estiramiento y la distorsion. En este estudio, los conductos para nervios de
colageno fueron disefiados con el mismo tamafo de didmetro exterior y se fabricaron con una cantidad similar de
materiales de colageno. Los conductos multicanal mostraron una mayor rigidez estructural que la que mostraron los
conductos de un solo canal en las pruebas de compresion, estiramiento y flexién. Si bien los conductos NeuraGen®
mostraron una mayor rigidez a la compresion que los conductos multicanal de colageno, la cantidad de colageno
necesario para fabricar los conductos de colageno NeuraGen® es tres veces la de los conductos multicanal. Estos
datos, combinados con la estabilidad dimensional en las pruebas de hinchamiento y la resistencia a la degradacion
enzimatica en el ensayo de colagenasa, sugieren que los conductos multicanal reticulados con EDC 30 mM seran
mecanicamente superiores a los conductos de un solo canal en lo que se refiere a resistencia a la deformacion y
mantenimiento de la geometria del canal in vivo.

Ademas de la rigidez estructural suficiente para resistir la carga externa, también se observé que los conductos se
deforman elasticamente bajo estas cargas importantes. A diferencia de la deformacién permanente observada en las
pruebas de flexién de tres puntos de los conductos multicanal de PLGA [de Ruiter, 2008a], no se observo
deformacién plastica de los conductos multicanal a base de colageno, incluso bajo grandes deformaciones. Ademas,
en todos los casos, los inventores no observaron pruebas de deformacién plastica o aplastamiento en los ensayos
de compresidn a la mitad del diametro de los conductos. Combinados, estos resultados demuestran la elasticidad de
los conductos bajo carga externa importante y sugieren que los conductos permaneceran flexibles en el entorno de
implantacion. La flexibilidad y la rigidez de los conductos multicanal pueden ajustarse aun méas mediante la
regulacién del grosor de la pared y el nimero de canales.

El efecto citotéxico de los agentes de reticulacién tales como glutaraldehido, diisocianato de hexametileno y azidas
de acilo se ha informado anteriormente [Duan y col., 2005]. La EDC es menos toxica que estos agentes de
reticulacién formadores de "enlaces-puente”. El lavado repetido con tampoén y agua puede eliminar los residuos
citotéxicos en la matriz reticulada con EDC y NHS [Pieper y col., 1999; Van wachem y col., 1994; Nieuwenhuis y col.,
19944a,b; Wissink y col., 2000]. Sin embargo, la alta concentracién de EDC para la reticulacion puede dar lugar a
citotoxicidad debida a la limitacion de grupos -NHz en el colageno para la reaccién de reticulacion [Powell y Boyce,
2006]. Ademas, la citotoxicidad puede ser el resultado de la liberacién inadecuada de las moléculas no utilizadas de
EDC o sus subproductos de reaccion procedentes de las matrices a través de simples técnicas de lavado. En este
estudio, los inventores mostraron que no habia diferencia significativa en el crecimiento de neuritas a partir de los
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DRG que se desarrollaron en las peliculas de colageno naturales y en las peliculas 10CF y 30CF. Sin embargo, el
crecimiento de neuritas fue mas corto a partir de los DRG que se desarrollaron en peliculas de colageno
entrecruzado con EDC 60 mM.

En este estudio, los inventores mostraron que casi todos los canales contenian fasciculos con fibras mielinizadas. La
cantidad de regeneracion después de la reparacion con los diferentes tipos de conductos no fue significativamente
diferente a pesar de la reduccién en el area total de la seccion transversal para el crecimiento de los axones en los
tubos para nervios multicanal. Las proporciones de area total del canal para los conductos de 1 canal frente a los
conductos de 2, 4 y 7 canales son de 4,1, 2,1 y 1,9, respectivamente. Hallazgos similares se observaron también en
un estudio anterior, aunque estos resultados estuvieron limitados por un gran hinchamiento y el colapso del
biomaterial copolimero de &cido lactico y glicélico (PLGA) en el estudio [de Ruiter y col., 2008b]. Los examenes del
CMAP ofrecer un indice importante para la funcion de conduccion del nervio periférico. En este estudio, los
inventores observaron que la mayor amplitud de CMAP de la reparaciéon con autoinjerto tanto en los musculos
plantares como en los musculos dorsales del pie. Esto es coherente con su mayor nimero de axones regenerados.
Los grupos con conducto de un solo canal y con 4 canales mostraron similar diametro de la fibra y grosor de la
mielinizacion al grupo con autoinjerto. Se observaron fibras mas inmaduras en los grupos con conductos de 2 y 7
canales y con el conducto NeuraGen® con menor diametro de fibra y grosor de la mielinizacién, que estan
relacionados con los valores de amplitud inferiores en la prueba de CMAP. Los resultados cuantitativos de la
regeneracién en este estudio fueron aun mejores para la reparacién con autoinjerto. Los grupos con autoinjerto
mostraron mayor nimero de axones mielinizados, que es significativamente mas alto que en todos los grupos en los
que se implantaron conductos para nervios. En este trabajo, los inventores utilizaron el marcaje retrogrado doble
para mostrar la exactitud de regeneracion del axdn motor a través del conducto de un solo canal y de los conductos
para nervios multicanal. Los resultados de este estudio demuestran claramente la potencial influencia que tienen las
estructuras de tubos para nervios multicanal en la limitacion de la dispersién axonal a través del conducto sin
disminuir los resultados cuantitativos de la regeneracion. Después de la reparaciéon con el conducto multicanal de
colageno, el porcentaje de neuronas motoras con proyecciones dobles hacia las ramas tibial y peroneal del nervio
fue tres veces menor en comparacion con la reparaciéon con el conducto de colageno de un solo canal (2,4 % frente
a 7,1 %), mientras que el numero total de neuronas motoras y axones regenerados fue igual. Esto sugiri6 que la
reparacion de nervios con conductos multicanal logra mejorar la exactitud de la regeneracién de axones motores en
comparacion con la que se realiza a través del conducto de un solo canal, sin disminuir los resultados cuantitativos
de la regeneracion.

En este estudio, los inventores han mostrado por primera vez que los conductos para nervios con varios canales de
diametro inferior a un milimetro pueden fabricarse de manera reproducible a partir de colageno purificado utilizando
un nuevo proceso de varios pasos. Las condiciones de reticulacion optimizadas por medio de EDC dieron como
resultado estabilidad térmica y frente a la colagenasa y sin efectos sobre el crecimiento axonal robusto a partir de los
DRG cultivados. Los inventores demostraron que los conductos multicanal tienen propiedades mecanicas superiores
a los conductos de un solo canal creados usando técnicas de procesamiento similares, ademas de tener
propiedades comparables a NeuraGen®, un conducto de un solo canal disponible comercialmente que contiene tres
veces mas colageno por unidad de longitud. En comparaciéon con los tubos de un solo canal, los conductos
multicanal tienen el potencial de proporcionar reinervacion superior a la diana al limitar la dispersién de los axones
en regeneracion y proporcionar orientacion para el crecimiento del nervio. Tomados en conjunto, los resultados
sugieren que los conductos de 4 y 7 canales de colageno entrecruzado con EDC 30 mM de y NHS 10 mM poseen
propiedades materiales y mecanicas favorables para aplicaciones de regeneracién de nervios. Los término y
expresiones “comprende / que comprende” y “que tiene / que incluye”, cuando se usan en el presente documento
con referencia a la presente invencion, especifican la presencia de las caracteristicas, los nimeros enteros, las
etapas o componentes expresados, pero no excluye la presencia o adicién de una o méas de otras caracteristicas,
numeros enteros , etapas, componentes o grupos de los mismos.

Se debe apreciar que ciertas caracteristicas de la invencion, que por claridad se describen en el contexto de formas
de realizacién separadas, también pueden proporcionarse en combinacién en una Unica forma de realizacién. Por el
contrario, diversas caracteristicas de la invencién, que por brevedad se describen en el contexto de una Unica forma
de realizacion, también pueden proporcionarse por separado o en cualquier sub-combinacién adecuada.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de fabricacién de un conducto para nervios multicanal de colageno que comprende:

(a) colocar al menos una matriz alargada entre dos retenedores de un molde de conducto para nervios
multicanal, de tal manera que las matrices se mantengan en una relacién separada entre si,

(b) verter la disolucion de colageno sobre cada matriz para que toda la matriz quede sustancialmente recubierta,
(c) secar la disolucién de colageno en las matrices,

(d) repetir las etapas (a) a (c) con mas matrices hasta que se hayan usado tantas matrices como el nimero de
canales deseados en el conducto,

(e) reticular el colageno seco en las matrices, y
(f) lavar el colageno reticulado en las matrices para retirar la disolucion de reticulacion residual.
2. Un procedimiento de fabricacion de un conducto para nervios multicanal de colageno que comprende:
(a) fijar al menos una matriz alargada entre dos retenedores separados,
(b) verter la disolucion de colageno sobre la matriz para que toda la matriz quede sustancialmente recubierta,
(c) dejar secar la disolucién de colageno en la matriz,
(d) reticular el colageno seco en la matriz,
(e) lavar el colageno reticulado en la matriz para eliminar el agente de reticulacion.

3. Un procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2 en el que se vierte méas disolucién de colageno alrededor de la
construccion de colageno seca en la matriz y/o vertida alrededor del retenedor.

4. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la concentracién de colageno es
de entre 3y 15 mg/ml, de preferencia 12 mg/ml.

5. Un procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente de reticulacion esta
seleccionado del grupo que consiste en EDC, transglutaminasa, glutaraldehido, genepin, sulfonatos, incluidos el
sulfonato de metilo y sulfonato de trifluorometilo, malemida, sistemas dendriméricos de polietilenglicol tales como
4S-StarPEG, polimeros dendriticos, polimeros dendriticos hiper-ramificados, formaldehido, agentes de reticulacion
enzimaticos, glicacion, gliceraldehidos, cianamida, diimida, diisocianato, adipimidato de dimetilo, carbodiimida y
epoxi.

6. Un procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que el colageno secado al aire es reticulado con una disolucién
de EDC 1-60 mM y NHS 1-30 mM en disolucién de MES 1-100 mM, de preferencia EDC 30 mM y NHS 10 mM en
disolucion de MES 50 mM.

7. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de lavado se lleva a
cabo con NaHzPO4 0,1-0,2 M y agua destilada.

8. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que después del lavado, el colageno
es liofilizado sobre la matriz.

9. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el conducto para nervios de
colageno es retirado de la matriz.

10. Un procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la matriz es un alambre de
metal.

11. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se utilizan de dos a doscientos,
de preferencia dos, cuatro o siete matrices entre los retenedores.

12. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las matrices son de tamafo
uniforme y estan separadas de manera uniforme.

13. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el colageno es colageno tipo |,
de preferencia colageno de tend6n de bovino.
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14. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores que ademas comprende la inmovilizacion
de biomoléculas al colageno, de preferencia seleccionadas del grupo que comprende acidos nucleicos tales como
ADN de plasmido o siARN, péptidos, laminina o factores de crecimiento nervioso tales como NGF o NT3.

15. Un conducto para nervios multicanal de colageno reticulado cuando esté producido por un procedimiento segun
cualquiera de las reivindicaciones anteriores.
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Figura 12.
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